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IL MORBO DI ALZHEIMER 
 
Il morbo di Alzheimer (AD) è una delle cause più comuni di 
demenza nella popolazione più anziana1. Si tratta di una 
patologia neurodegenerativa caratterizzata dalla progressiva 
perdita delle facoltà mentali, in particolare di quelle cognitive. 
I sintomi con cui si manifesta questo morbo variano da 
soggetto a soggetto, ma in linea generale la patologia segue 
tre fasi principali: mite, moderata e severa2. Nella fase mite, i 
pazienti manifestano perdita occasionale della memoria 
relativa a conoscenze o a ricordi recentemente acquisiti 
(memoria a breve termine), confusione, capacità di giudizio 
compromessa e disorientamento nel tempo spazio e luogo. 
Col passare del tempo, questi sintomi diventano sempre più 
frequenti e la memoria dei pazienti diventa via via sempre più 
compromessa. La fase più avanzata dell’Alzheimer è 
caratterizzata da una maggiore compromissione della 
memoria con incapacità da parte del paziente di riconoscere 
persino i membri più stretti della sua famiglia. Manifestano 
inoltre difficoltà di tipo motorio e anche nella parola. 
Recentemente, è stato descritto un periodo di più sottili 
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cambiamenti nell’incapacità mnemonica che prelude alla 
vera e propria demenza, chiamato “indebolimento cognitivo 
mite”(MCI)3,4. La maggior parte dei pazienti affetti da MCI 
manifestano l’Alzheimer. Secondo recenti scoperte è 
opportuno, ai fini del trattamento di questa patologia, 
eseguire un trattamento farmacologico, proprio in questa fase 
della malattia, prima che i disturbi cognitivi e che i relativi 





All’oggi, l’eziologia dell’Alzheimer risulta ancora un mistero. Le 
cause sono imputabili a vari fattori, come lo stress ossidativo, 
alterazioni del sistema colinergico, formazione di aggregati di 
β-amiloide e neuroinfiammazione. Tutti questi fattori 







In molti aspetti, le caratteristiche fisiopatologiche osservabili 
rimangono le stesse osservate dallo scopritore della malattia 
Alois Alzheimer, il quale osservando il cadavere di una donna 
morta all’etá di 56 anni a causa di una progressiva demenza, 
riscontrò perdite neuronali, formazione di placche senili,  di 
grovigli neurofibrillari (NFTs) e di gliosi reattive. È stato scoperto 
che le placche senili sono costituite principalmente da una 
proteina 4-KDa, ovvero il peptide β-amiloide (Aβ)6. La Aβ 
deriva dalla proteolisi della proteina precursore dell’amiloide, 
la APP7. La APP nei soggetti sani, attraverso una reazione 
biologica catalizza la α-secretasi, producendo un peptide 
innocuo chiamato p3. Nei soggetti malati, per ragioni non 
note, sulla proteina APP interviene una variante 
dell’α−secretasi, ovvero la β-secretasi (BACE) la quale è la 
responsabile della produzione di un peptide costituito da 99 
amminoacidi , la C99, il quale a sua volta viene trasformato 
dalla γ-secretasi nel peptide amiloide Aβ di 40 o di 42 
amminoacidi (Aβ42)6. La lunghezza Aβ dei peptidi è di 
importanza critica; sembra infatti che i peptidi Aβ1-42 abbiano 
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potenziale neurotossico molto maggiore rispetto al più 
abbondante peptide Aβ1-408.  Il processo di formazione dell’Aβ 
inizia con la formazione di monomeri e continua con la 
formazione dei dimeri, oligomeri solubili proto fibrille ed infine 
fibrille mature9; tra questi gli oligomeri sembrano essere i più 
neurotossici10. Il peptide, non presentando le caratteristiche 
della sua forma naturale, tende a depositarsi  in aggregati 
extracellulari della membrana dei neuroni (Figura 1).  
 
 
Figura 1.  Formazione delle placche senili a partire dall’APP, 
taglio dei vari frammenti del peptide e loro deposito in 




L’ipotesi che la cascata amiloide sia una delle principali cause 




NÉ OLIGOMERI NÉ PLACCHE, BENSÍ ENTRAMBI 
 
Nella patogenesi dell’Alzheimer un altro aspetto interessante è 
rappresentato dal rapporto tra oligomeri di Aβ solubile e 
placche di amiloide. Nei sistemi sperimentali, alcuni fattori 
chiave del fenotipo della malattia, possono essere 
esclusivamente indotti da oligomeri solubili: il danno sinaptico 
(un’alterazione morfologica strettamente correlata  al grado 
di demenza) la versatilità e sensibilità sinaptica a livello 
dell’ippocampo e la macrogliosi e iperfosforilazione neuro 
fibrillare, cambiano l’andamento di questa sindrome. La 
bioattivitá di questi piccoli oligomeri solubili, non esclude il 
fatto che le placche abbiano un ruolo determinante nella 
degenerazione dei neuroni. È infatti molto evidente che gli 
addotti oligomerici si legano alle placche e costituiscono 
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specificamente danno spinale12 e distrofia neuronale13. In 
effetti la presenza di dimeri e di oligomeri legati a costituire il 
core14 delle placche amiloidi è un’evidenza del fatto che le 
placche costituiscono una riserva di piccoli oligomeri 
(l’assenza di monomeri è la chiave di questo tipo di tossina), i 
quali si disgregano dalle placche andando ad arrecare danni 
considerevoli alle cellule nervose circostanti. L’aumento del 
numero di monomeri, dovuto all’APP o alla mutazione della 
persilina, la diminuzione della clearance della Aβ causate 
dalle variazioni dell’apoliproteina E415 promuovono 
l’aggregazione di dimeri e di oligomeri di dimensioni maggiori. 
I dimeri e altri oligomeri, che presentano una porzione 
idrofobica amminoacidica si aggregano in protofibrille (circa 4 
nm), in fibrille (circa 8 nm) e in placche fibrillari. Le placche 
aumentano di dimensione e di densità a livello cerebrale16,17 in 
quanto gli oligomeri sono in grado di accumularsi 
principalmente a livello delle membrane lipidiche. Le placche 
sono caratterizzate da una sorta di area “off-rate”in cui gli 
oligomeri diffondono via, pertanto si viene a creare una sorta 
di equilibrio tra la porzione di oligomeri che si aggregano e 
quelli che diffondono. Gli oligomeri liberi vanno a costituire 
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una superficie idrofobica a livello delle membrane cellulari 
dando citotossicità. Quindi un iniziale aumento del numero di 
placche insolubili, nella fase presintomatica dell’Alzheimer non 
costituisce un grado di tossicità che abbia rilevanza clinica. 
L’accumulo di oligomeri possono essere la causa di un 
progressivo deterioramento a livello sinaptico che possono 
portare a complicazioni di natura psicologica e cognitiva.  
 
 
RECETTORI PER LA Aβ  
 
Data l’abbondanza di dati che confermano l’attività della 
proteina amiloide, si rende a questo punto necessario indicare 
le vie attraverso le quali questi effetti vengono mediati. Sono 
stati proposti alcuni recettori proteici, capaci di legare varie 
forme di β-amiloide e di conseguenza di modulare i relativi 
effetti a livello cellulare. Fra questi abbiamo il recettore α7 
nicotinico, i recettori NMDA e AMPA, e recettori per l’insulina. 
Alcuni studi hanno coinvolto questi recettori, usando peptidi di 
β amiloide di natura sintetica in concentrazioni che vanno dal 
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nano al micro molare. Molti saggi suggeriscono che gli 
oligomeri solubili sono i responsabili della citotossicità da 
amiloide, molto più dei monomeri e delle fibrille. La formazione 
di legami forti tra gli oligomeri e le membrane potrebbero 
andare a creare conseguenze che superano il doppio strato 
lipidico, andando a determinare problemi di natura strutturale 
e funzionale a livello dei recettori di membrana. Quindi le 
prime interazioni degli oligomeri di β-amiloide sono legami 
oligomero-lipide. In ogni caso, studiando i siti di legame affini, 
gli oligomeri naturali ritrovati nell’essere umano sono stati 
purificati e omogeneizzati con quelli endogeni, marcandoli 
senza alterare la loro struttura e esponendoli ai neuroni 
cerebrali in modo da identificare un modello per i diti di 
legame. Senza questo tipo di approccio, non è possibile 
affermare che queste tipologie recettoriali siano 






METALLI DI TRANSIZIONE 
 
I peptidi Aβ, una volta aggregati tra loro, tendono a reagire 
con metalli di transizione come Zinco (Zn) e Rame (Cu) i quali 
sono responsabili della rapida precipitazione del peptide 
amiloide18. Infatti analisi effettuate sui cervelli dei soggetti 
malati hanno rilevato la presenza di Cu e Zn a livello di 
placche amiloidi extracellulari19. Il sequestro di Cu da parte 
della Aβ porta alla formazione di specie reattive 
dell’ossigeno20 mentre quello dello Zn priva i neuroni e le 
sinapsi di uno ione che risulta essere fondamentale per il 
mantenimento dell’omeostasi cellulare e per una corretta 





Figura 2. Conseguenze dell’interazione tra metallo e Aβ. 
 
 
Considerando che le interazioni tra Aβ e ioni metallici 
contribuiscono alla tossicità e alla deposizione di Aβ nel 
cervello affetto da AD, composti chelanti dei metalli 
dovrebbero prevenire questa interazione e quindi avere 









La “gliosi”descritta da Alois Alzheimer è una 
neuroinfiammazione a livello cerebrale che si ritrova in pazienti 
affetti da AD ed è caratterizzata dalla presenza di cellule della 
microglia attivate all’interno dei confini della placca e astrociti 
reattivi localizzati in periferia23  (Figura 3). 
 
 





Le cellule della microglia attivate sono la più peculiare 
caratteristica dell’infiammazione indotta dal morbo di 
Alzheimer. Fibrille e altre componenti delle placche neuritiche 
possono attivare le cellule della microglia, le quali al oro volta 
presiedono alla produzione di materiale chemio tattico, il 
quale contribuisce all’attivazione delle cellule della microglia 
e delle proteine del complemento esercitando cosi una 
diretta attività citotossica. La β-amiloide può legare il fattore 
del complemento C1a e quindi attivare l’intera cascata del 
complemento.  Macroglia e astrociti producono inoltre una 
varietà di citochine e chemochine tra cui l’interleuchina 1b,6 
e il fattore di necrosi tumorale α(TNFα), noti per essere associati 
a reazioni immunologiche e infiammatorie riscontrabili nel 







IMPORTANZA DEL SISTEMA COLINERGICO NEL MORBO DI 
ALZHEIMER  
 
Una delle principali caratteristiche dell’Alzheimer è la 
diminuzione del tono colinergico, dovuto ad una diminuzione 
di acetilcolina (Ach) a livello neuronale24. L’acetilcolina è un 
neurotrasmettitore sintetizzato generalmente nei neuroni 
dall’enzima colina acetil-transferasi utilizzando come substrato 
colina e acetile derivante dall’acetil-CoA. L’enzima 
acetilcolinesterasi (AChE) è responsabile della degradazione, 
per idrolisi, dell’acetilcolina, riconvertita in colina e acetato.  
Tale enzima, presente nelle terminazioni nervose, presenta due 
siti di legame, PAS (sito attivo periferico) e CAS (sito attivo 
catalitico), ed è responsabile dell’interruzione della 
trasmissione del segnale. L’acetilcolina può essere degradata 
anche dalle altre colinesterasi, quali la butirrilcolinesterasi 
(BuChE), che però la legano con affinitá minore25. L’ipotesi di 
riduzione della funzionalità colinergica è divenuta la base per 
la progettazione di una nuova classe di farmaci: gli inibitori 
dell’acetilcolinesterasi (AChEI). Un esame più approfondito 
dell’ipotesi colinergica, insieme alla teoria amiloide, può 
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aiutare a spiegare l’efficacia degli AChEI e la neurotossicitá 
della Aβ. È stato osservato che la degradazione neuronale 
dell’AD non è dovuta semplicemente alla perdita di cellule, 
ma ad un processo degenerativo che inizia con la perdita 
della stabilità sinaptica. Questo processo degenerativo è 
controbilanciato da un incremento dell’attività colinergica26, 
mediato parzialmente dall’up-regulation di Aβ che avviene in 
seguito al legame coi recettori dell’Ach α7-nicotinici27,28. Il 
recettore nicotinico dell’Ach (nAChR), agendo come 
recettore Aβ1-42 provoca l’ingresso di ioni Ca++ nella cellula e 
determina una serie di risposte che vanno dallo squilibrio 
dell’ERK (chinasi che regola i segnali extracellulari) 
all’interruzione della fosforilazione della proteina CREB, un 
fattore di trascrizione implicato nella formazione della 




Figura 4. Legame tra la Aβ e il recettore nicotinico α7-nAChR.  
Interazione della amiloide col recettore con fosforilazione 












Diversi studi hanno dimostrato un evidente importanza dello 
stress ossidativo nella patogenesi dell’Alzheimer30,31. Il concetto 
di stress ossidativo si riferisce ad uno strato di squilibrio tra pro- 
e anti-ossidanti che determina un danneggiamento tissutale32. 
Tale stato può derivare da un aumento della produzione di 
cellule ossidanti e/o da una diminuzione della concentrazione 
di specie ossidanti come ad esempio il glutatione, la vitamina 
E, l’ascorbato, superossido dismutasi (SOD) e catalasi. 
L’iperproduzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), 
perossido, ossido nitrico e nitrato, è riscontrabile nell’Alzheimer 
e media i segnali di apoptosi e il danneggiamento cellulare33. 
È stato dimostrato che le fibrille Aβ inducono la formazione di 
alte concentrazioni di ossigeno e specie reattive dell’azoto e 
la deplezione di antiossidanti endogeni34. La microglia attivata 
produce larghe quantità di ossido nitrico (NO) e superossido. 
NO è un radicale libero con bassa reattività e tossicità, che 
agisce come messaggero intra e inter-cellulare in molti sistemi 
biologici. NO e superossido si possono combinare formando il 
perossinitro, che è una specie ossidante molto forte e tossica, 
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responsabile della citotossicità in vivo dell’NO.  Il perossinitro 
reagisce con la maggior parte dei componenti cellulari, in 
particolare con la tirosina libera o legata a proteine. Il 
coinvolgimento dell’NO nei fenomeni di neuro degenerazione 
è riscontrabile fondamentalmente nella neuro degenerazione 
citotossica indotta da glutammato, dove un’eccessiva 
attivazione dei recettori per il glutammato determina un 
massivo ingresso di ioni Ca++ nell’ambiente cellulare. Tale 
aumento dei livelli dello ione Ca++ è dovuto principalmente ad 
un aumento dell’fattività  dell’ossido nitrico sintetasi (NOS)34.  
La tossicità dovuta all’incremento dell’attività della NOS è 
associata alla sovrapproduzione di NO e ROS. Esiste una 
concentrazione ottimale di NO, sopra la quale si osserva 
neurotossicitá e sotto la quale la sua normale funzione è 
compromessa. Lo stress ossidativo può essere cascato anche 
dal fenomeno della cascata dell’amiloide. Aβ, infatti, si 
accumula e danneggia i mitocondri, probabilmente a causa 
della formazione di alcuni complessi legandosi all’alcol 
deidrogenasi (ADH)35. Non è ancora chiaro se la proteina 
amiloide venga prodotta a partire dalla APP già all’interno dei 
mitocondri oppure se attraversi la membrana mitocondriale36.  
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Gli effetti tossici a livello dei mitocondri causano la produzione 
di ROS, e gli stessi amiloidi, nella forma oligomerica legata a 
Cu, ne sono generatori. Quindi entrambi gli effetti, cioè stress 
ossidativo e cascata amiloide, si rafforzano reciprocamente, 
creando un feedback positivo dannoso dovuto alla 













PROGETTAZIONE, SINTESI E VALUTAZIONE DEL RESVERATROLO E 
SUOI DERIVATI COME INIBITORI DELL’AGGREGAZIONE DELLA 
Aβ1-42, ANTIOSSIDANTI E AGENTI NEUROPROTETTIVI 
 
Lo stress ossidativo è uno dei primi sintomi dell’Alzheimer, e 
durante l’invecchiamento, l’induzione cellulare all’apoptosi e 
l’incremento dell’attività della β o γ-secretasi, potrebbero 
contribuire alla formazione della β-amiloide. Il coinvolgimento 
dello stress ossidativo nella patogenesi e nell’avanzamento 
dell’Alzheimer è ben noto38. Il Resveratrolo (Figura 5),  
 
 
Figura 5. Molecola di resveratrolo. 
 
 
un potente antiossidante presente in molteplici specie di 
piante, uva, arachidi, prugne, ci protegge dagli stress 
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ambientali. Negli ultimi anni il resveratrolo  è stato ampiamente 
studiato per i suoi effetti cardioprotettivi, antinfiammatori, anti 
cancro e anti-età39. Studi recenti hanno inoltre dimostrato che 
il resveratrolo è in grado di inibire l’aggregazione della 
β−amiloide in vitro40, sottolineando che questo composto può 
essere usato come composto leader per la progettazione di 
farmaci nel trattamento dell’Alzheimer. Comunque, il rapido 
metabolismo dei 3 gruppi ossidrilici del resveratrolo, porta alla 
formazione di solfato e glucuronidi in vivo (emivita iniziale del 
resveratrolo: 8-14 min), quindi nonostante il suo rapido 
assorbimento per via orale, il resveratrolo ha una bassa 
biodisponibilità41. Perciò si rende necessario, sviluppare nuovi 
derivati del resveratrolo per ottenere composti con una 
biodisponibilità maggiore. È interessante notare che molti 
composti che si legano alla Aβ presentano gruppi amminici42. 
Per esempio la tioflavina T (ThT), un sale d’ammonio 
quaternario con un gruppo amminico sostituito è ampiamente 
usata come modello per evidenziare gli aggregati di beta 
amiloide. La ricerca di agenti anti Alzheimer con maggiore 
biodisponibilità rispetto al resveratrolo, ha portato allo sviluppo, 
sintesi e valutazione di derivati resveratrolici con minori gruppi 
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ossidrilici come antiossidanti e inibitori dell’aggregazione della 
proteina beta amiloide. La via sintetica dei derivati 
resveratrolici è rappresentata nello schema 1. A partire dalla 
3,5 dimetossibenzaldeide, commercialmente disponibile, sono 
stati sintetizzati i composti dal 7a al 7n in 5 passaggi. 
Inizialmente una riduzione sulla 3,5 dimetossibenzaldeide 
utilizzando sodio boro idruro (NaBH4) in metanolo fornisce 
l’alcol 2, che viene poi fatto reagire con fosforo in presenza di 
piridina a dare il composto 3, che viene poi convertito in dietil-
3,5 dimetossibenzilfosfonato (composto 4) con rese elevate. 
 
 
Schema 1. Strategia per l’ottenimento di derivati resveratrolici. 
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Le ammino aldeidi sostituite 5h-n, sono sintetizzate facendo 
reagire le corrispondenti fluoro aldeidi con diverse ammine. 
Queste reazioni, sono catalizzate dal tetrabutilammonio 
bromidrato in presenza di potassio carbonato (schema 2). La 
reazione di Wittig del composto 4, con varie benzaldeidi 
sostituite, viene utilizzata per ottenere il composto 6a-n. Infine, i 
composti 7a-n sono ottenuti per demetilazione dai composti 
6a-n con tribromuro di boro a -20° C. L’Idrogenazione del 
composto 7f fornisce il composto 7a che è un derivato del 
difeniletano (schema 3 e 3a). Usando il saggio di fluorescenza 
della tioflavina T (Tht), è stata valutata l’attività inibitoria di tutti 
i derivati resveratrolici a 20µM nei confronti dell’aggregazione 
della Aβ1-42 ed i risultati sono riportati in tabella 1. Come 
composto di riferimento è stata usata la Curcumina, un noto 







Schema 2. Sintesi dei derivati del Resveratrolo. Reagenti e 
condizioni: (a) NaBH4, MeOH; (b) PBr3 , piridina, 0⁰ C; (c)  trietil 
fosfato, 120⁰ C; (d) 5a-n, CH3ONa, 0⁰C, 1h; (e) BBr3, CH2Cl2 -






Schema 3. Sintesi di differenti benzaldeidi sostituite. Reagenti e 
condizioni: (f) differenti ammine, tetrabutilammonio bromuro, 
K2CO3, DMSO, 95° C. 3d. 
 
 
I risultati riportati in tabella 1 indicano che i composti con 
minor numero di gruppi idrossilici hanno attività inibitoria simile 
o addirittura migliore (59.40 -71.65%) rispetto al resveratrolo 
stesso (69.73%). Le relazioni struttura-attività stanno ad indicare 
che due gruppi OH sono comunque necessari. Il composto 6f, 
che possiede due gruppi metossilici in posizione 3 e 5, non ha 
alcuna attività, mentre il composto 7f mostra un’inibizione del 
65,20% a 20µM. Questi risultati indicano che i legami a 
idrogeno hanno un importanza cruciale nelle interazioni tra 
polifenoli e proteine come era già stato riportato43. Il 
frammento stilbenico nella struttura dei derivati del 
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resveratrolo, potrebbe avere un ruolo chiave nell’inibizione 
della aggregazione della proteina amiloide Aβ1-42. 
 
 
Schema 3a. Sintesi del 7o. Reagenti e condizioni: (g) Pd/C, H2, 
rt, 12h.  
 
 
Il composto 7o in cui il doppio legame C=C  è stato ridotto a 
partire dal composto 7f ha mostrato minore attività.  
L’influenza dei vari sostituenti R sull’attività dei vari prodotti è 
stata studiata e fra i 4 derivati, (sostituenti amminici, alchilici 
piridinici e bromo derivati) il gruppo dimetilamminico è quello 
che ha dato migliori risultati (7f 65,20% : 7 a-c). Modificando la 
posizione del gruppo dimetilamminico si ottengono i composti 
7 d-e , in cui il gruppo amminico è in posizione 2’ o 3’ 
dell’anello benzenico. Questi composti hanno mostrato di 
avere attività ridotta. L’analisi delle SAR ha evidenziato che la 
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sostituzione del gruppo dimetilamminico con altri gruppi 
amminici mono o di-sostituiti non ha modificato 
significativamente l’attività inibitoria. Per indagare 
ulteriormente l’attività inibitoria sull’aggregazione Aβ, il 
composto 7e ed il resveratrolo sono stati scelti per uno studio 
al microscopio a trasmissione elettrica (TEM) ed i risultati sono 
mostrati in figura 2. L’aggregazione di Aβ1-42 ha portato alle 
fibrille Aβ ben definite dopo 24h di incubazione a 37° C (figura 
6c). Di contro, in presenza del composto 7l (figura 6a) o del 
resveratrolo (figura 6b) nelle stesse condizioni si osservavano 








figura 6. Immagini TEM ([Aβ1-42]= 40µM, [7l]= 20µM, 37⁰C, 24 
ore). Campioni: (A) Aβ1-42 + 7l per 24 ore; (B) Aβ1-42 + 
resveratrolo per 24h; (C) Aβ1-42 per 24 ore. 
 
 
I risultati indicano chiaramente che sia il composto 7l che il 
resveratrolo hanno un buon effetto inibitorio sulla fibrillizzazione 
Αβ. La capacità  dei derivati del resveratrolo di eliminare 
specie radicali che dell’ossigeno è stata determinata 
attraverso il saggio dell’assorbanza dei radicali dell’ossigeno 
(ORAC)44, e anche questi risultati sono pubblicati nella tabella 
1. Come standard di riferimento è stato usato il trolox (acido 2-
6 idrossi-2,5,7,8- tetrametilcroman-carbossilico) un analogo 
della vitamina E. I risultati hanno mostrato che gli ammino 
gruppi giocano un ruolo molto importante nell’attività 
antiossidante dei composti saggiati, inoltre le ammine 
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secondarie garantiscono tale attività ancor più delle ammine 
terziarie.   Il composto 7i per esempio, presenta la migliore 
attività antiossidante che è simile a quella del resveratrolo. 
Inoltre anche l’inibitore più recente della fibrillizzazione, il 
derivato 7l ha una buona attività. Infine questo saggio ha 
indicato anche che l’aumento della lunghezza della catena o 
l’utilizzo di un ciclo alcano ingombrante sul gruppo amminico 





Tabella 1. Inibizione dell’aggregazione Aβ attraverso il metodo 
ThT e relativi risultati ORAC. 
 
Gli effetti citotossici dei derivati resveratrolici sono stati 
quantificati usando  il saggio MTT su cellula nervosa simil-
umana SH-SY5Y. Come indicato in figura 7, tutti i composti 
testati presentano minor tossicità del resveratrolo a 60µM. Tra i 
composti testati, il 7f, 7i e 7l non agiscono sulla vitalità 
cellulare, dopo incubazione di 48 ore. 
 
 




Mentre il composto 7j ha mostrato una lieve tossicità a 25µM. 
L’attività antiossidante dei derivati del resveratrolo, in cellule 
SH-SY5Y, è stata valutata utilizzando un saggio opportuno che 
usa la diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA), un metodo 
che è stato largamente utilizzato ultimamente45. Sono State 
evidenziate specie reattive dell’ossigeno (ROS)dopo che le 
cellule SH-SY5Y sono state trattate con t-butil-idro-perossido, le 
concentrazioni dei composti saggiati non hanno modificato la 
vitalità cellulare (2,5-10 µM). Il trolox è stato saggiato a 20µM. I 
risultati sono espressi come percentuale dell’aumento dei livelli 
di ROS intracellulare (figura 8). Stranamente le cellule trattate 
con il composto 7i a 5 µM presentano una notevole riduzione 







Figura 8. Aumento in percentuale delle ROS (specie 
radioattive dell’ossigeno) indotte dall’utilizzo di t-BuOOH 
valutato dal metodo DCFH-DA. 
 
 
I dati biologici hanno indicato che la funzione amminica è 
importante per l’attività antiossidante di questi composti. 
L’effetto antiossidante è concentrazione dipendente. 
Sebbene il 7l mostri bassa attività a 5µM ha una certa attività a 
10µM. La bassa tossicità di questo composto indica che ha un 
ampio range terapeutico. Concludendo è stata sintetizzata 
una serie di derivati del resveratrolo con buona inibizione 
dell’aggregazione β amiloide e attività antiossidante. Tra 
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questi, il composto 7l è quello che ha dato i migliori risultati, e 
quindi è risultato un potenziale farmaco per il trattamento 
















PROGETTAZIONE, SINTESI E VALUTAZIONE BIOLOGICA DEI 
DERIVATI DEL RESVERATROLO, QUALI AGENTI MULTI-TARGET DEL 
MORBO DI ALZHEIMER 
 
È stata recentemente descritta una serie di derivati stilbenici 
derivanti dalla struttura del resveratrolo, con attività 
antiossidante e capace di inibire l’aggregazione della Αβ. Si 
ritiene che biometalli come Fe, Cu e Zn, abbiano un ruolo 
fondamentale nella patogenesi dell’Alzheimer, perciò è stato 
combinato il resveratrolo al clochinolo (CQ), del quale è ben 
noto che riesca a rallentare il declino cognitivo in pazienti 
sottoposti a esperimenti di fase 2. L’intento è dunque quello di 
ottenere una serie di derivati che vadano a chelare i metalli, a 
dare effetto antiossidante e antiaggregante sulla β-amiloide 









Come mostra lo schema 4, la 4-nitro benzaldeide, 
commercialmente disponibile è stata prima ridotta con NaBH4 
e successivamente fatta reagire con PBr3 formando 1-
(bromometil)-4-nitrobenzene che è stato trasformato in 





Schema 4. Sintesi dei composti da 5 a 7, 9 e 10.Reagenti e 
condizioni; (a) NaBH4, MeOH 0⁰ C. (b) PBr3, piridina 0⁰C. (c) 
trietilfosfito 120⁰C. (d) 3,5 dimetossibenzaldeide, CH3ONa 0⁰C,  
1h,rt, 12h. (e) SnCl2, EtOAc  90° C, 4h. (f) differenti 2-
idrossibenzaldeidi derivati rt, 4h, NaBH4 0⁰C, 1h. (g) differenti 
aldeidi rt, 4h, NaBH4 0⁰C, 1h. (h) differenti aldeidi, NaBH4, CN, 
rt. (i) BBr3, CH2Cl2 -20⁰ C, 2h, rt, 4h. 
 
 
Il composto 2 è stato fatto poi reagire con la 3,5 
dimetossibenzaldeide in presenza di CH3ONa a 0° C per dare il 
composto 3 . La riduzione di 3 con SnCl2 ha dato l’ammina 4. Il 
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composto è stato quindi fatto reagire con diversi derivati 2-
idrossibenzaldeidici in presenza di NaBH4 al fine di ottenere i 
composti desiderati 5 a-f. Allo stesso modo i composti 6 a,b e 7 
a,b sono stati ottenuti dalla stessa reazione dell’intermedio 4 
con altre aldeidi, ad esempio con la 2-
dimetilamminobenzaldeide. I composti desiderati 9 a-c 
sostituiti da gruppi amminici in posizione 5 della 2-
idrossibenzoaldeide, sono stati sintetizzati a partire 
dall’intermedio 5c. La reazione del composto 5c con SnCl2 ha 
fornito l’intermedio 8 e l’alchilazione con le corrispondenti 
aldeidi e cianoboroidruro di sodio ha fornito il composto 9 in 
rese moderate. Tra i composti 10 a-c quelli con i gruppi 3,5 
diidrossi sull’anello A sono stati ottenuti per de metilazione dei 
corrispondenti composti dimetossi 5 a-d in presenza di BBr3 a -
20° C. Il composto 2 è stato fatto reagire con la 4-
(dimetilammino)benzaldeide o con la 4-metossibenzaldeide 
seguito dallo stesso metodo per l’ottenimento dei derivati 
resveratrolici 11 e 13 (schema 5). Infine i composti desiderati 12 
e 14 sono stati ottenuti trattando 11 e 13 con 5-




Schema 5. Reagenti e condizioni: (a) 4-metossibenzaldeide 
(per 11), o 4-(dimetilammino)benzaldeide (per il 13), CH3ONa, 
0⁰C, 1h, rt, 12h; (b) SnCl2, EtOAc, 90⁰C, 4h; (c)  5-
(dimetilammino)-2-idrossibenzaldeide, rt, 4h, NaBH4, 0⁰C, 1h. 
 
 
INIBIZIONE DELL’AGGREGAZIONE DELLA Aβ1-42 
 
L’attività inibitoria dell’aggregazione della Aβ1-4246,47 dei 
derivati resveratrolici è stata valutata usando un saggio di 
fluorescenza della tioflavina T  (ThT)48 in cui il resveratrolo e la 
curcumina sono stati usati come standard di riferimento. I 
risultati mostrati in tabella 2  indicano che più della metà dei 
composti desiderati mostrano potente attività antiaggregante 
della Aβ1-42 (50,23 – 29,50%) rispetto alla curcumina. Le curve 
dose-risposta ottenute 
saggiando i composti che avevano percentuali di inibizione 
sono maggiori del 50%. I risultati indicano che il composto 5d 
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(IC50 di 7,56 µM) era quello con maggiore attività inibitoria 
dell’aggregazione della Aβ1-42 nella serie di composti con 
gruppi metossilici  in posizione 3,5 sull’anello A. Modifiche del 
composto 5d con sostituenti 3,5-diidrossi, 4-metossi, o 4-
dimetillammino hanno dato i composti 10d, 12 e 14 che hanno 
tutti una buona attività inibitoria. Inoltre i composti 9 da a-c 
con sostituenti amminici sull’anello C hanno mostrato buona 
attività inibitoria. Tra questi 10c (IC50= 7,06 µM) e 10d (IC50=6,51 
µM) hanno mostrato i migliori risultati di questa serie. I risultati 
hanno anche indicato che i composti 5d, 10c e 10d sono 
risultati inibitori dell’aggregazione della Aβ1-42 più potenti del 











Tabella 2. Inibizione della Aβ1-42, Aggregazione e capacitá di 
assorbimento delle specie dell’Ossigeno (ORAC equivalenti 
Trolox) dei derivati resveratrolici dal  5a al 5f, 6a, 6b, 7a, 7b, 9 







ATTIVITÁ ANTIOSSIDANTE IN VITRO 
 
Le attività antiossidanti dei derivati resveratrolici è stata 
valutata nel saggio ORAC-FL (Oxygen radical absorbance 
capacity assay) utilizzando la fluoresceina49; l’analogo della 
vitamina E, il trolox è stato usato come standard. Tutti i 
composti hanno evidenziato buoni risultati per l’ORAC-FL 
(valori di equivalenti trolox 2.37-6.27, Tabella 1). Tra questi, il 
composto 10a, con due ossidrili sull’anello A e uno sull’anello C 
il quale presenta due ossidrili sull’anello C, ha mostrato l’attività 
più alta (6,27). Poiché l’inibizione dell’aggregazione della β-
amiloide è importante per individuare farmaci contro 
l’Alzheimer, sono stati studiati i profili multi target dei composti 
5d (gruppi 3,5 di-metossi sull’anello A) e 10d (gruppi 3,5 di-
idrossi sull’anello A) che hanno mostrato un’inibizione 
significativa sulla aggregazione Aβ e una buona attività 






INIBIZIONE DELLA FORMAZIONE DI FIBRILLE Aβ1-42 MONITORATA 
DAL MICROSCOPIO AD EMISSIONE ELETTRONICA (TEM) 
 
Per confermare ulteriormente la capacità dei derivati 
resveratrolici di inibire l’aggregazione Aβ1-42 , è stata 
monitorata l’attività inibitoria dei composti 5d e 10d per mezzo 
della TEM (figura 10b e figura 10c); resveratrolo e clochinolo 
(CQ) sono stati utilizzati come composti di riferimento (figura 
10d e 10c).  
 
 
Figura 10. Immagini sull’analisi TEM sull’aggregazione della Aβ1-





Dopo 24 ore di incubazione a 37° C, si osserva che la Aβ1-42 si 
aggrega in fibrille ben organizzate di beta amiloide (figura 
10f). Al contrario sono state osservate poche fibrille Aβ in 
presenza dei composti 5d e 10d (figura 10b e 10c) nelle stesse 
identiche condizioni. Perciò si può concludere dicendo che i 
risultati ottenuti con la TEM e ThT confermano che i composti 




STUDIO DI DOCKING DELLE POSSIBILI CONFORMAZIONI DEI 
DERIVAT 5d E 10d CON Aβ1-42 
 
La neuro tossicità del peptide amiloide è strettamente 
correlata con le fibrille. La formazione di una struttura a lamina 
(β-sheer) può promuovere l’aggregazione della beta 
amiloide50. Pertanto, molecole che possono inibire 
l’aggregazione della beta amiloide nella sua struttura 
laminare, potrebbero essere utili per l’inibizione della 
formazione della fibrilla di amiloide. Nell’ultimo decennio sono 
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stati messi a punto varie piccole molecole e peptidi al fine di 
inibire la transizione conformazionale della beta amiloide, 
dalla sua struttura iniziale a α-elica a quella laminare β-sheer51. 
Per indagare sui possibili modi di binding dei composti con la 
Aβ1-42,  5d e 10d sono stati selezionati per studi di docking 
molecolare34 articolo. Come mostrato in figura 11 entrambi i 
ligandi sono posizionati in corrispondenza del carbonio 
terminale della Aβ1-42 e principalmente formano interazioni 
idrofobiche e legami a idrogeno. Comunque, i composti 5d e 
10d interagiscono con i residui amminoacidici in diversi modi. Il 
gruppo dimetilamminico del composto 5d sembra comportarsi 
da ancora attraverso le interazioni idrofobiche con Ile41 e 
Ala42, mentre il gruppo dimetilamminico del composto 10d si 
trova tra la lys28 e la Gly29. Si formano legami a idrogeno tra 
l’ossidrile dell’anello C e il gruppo amminico NH  Lys28 in 
entrambi i modelli, con una distanza media O-N di 2.66 e 2,77 
Angstrom per 5d e 10d rispettivamente. Sulla base del 
molecular modelling, è stato suggerito che i derivati 
resveratrolici, inibiscono l’aggregazione della beta amiloide 





Figura 11. Studio di Docking sul composto 5d (in blu) e 10d (in 
rosso) con la Aβ1-42 .(a) rappresentazione dell’interazione dei 
composti 5d e 10 d con la Aβ in una possibile conformazione 
di binding vicino al carbonio terminale (area in giallo). In (c) é 
possibile osservare la struttura derivante dall’associazione del 
5d con la Aβ1−42, dove le interazioni a H tra il ligando e il residuo 
di lys 28 (in verde).(d) si osserva il composto 10d (in rosso) 
associato alla beta amiloide ottenuto da studi sul docking di 
questi due componenti. 
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PROPIETÁ CHELANTE DEI METALLI DEI COMPOSTI 5d E 10d 
 
La capacità dei composti 5d e 10d di chelare bio metalli 
come il rame Cu++, Fe++ , Fe3+ , e Zn++, è stata studiata con la 
spettroscopia UV-vis52 (figura 12). Dopo che una soluzione di 
CuSO4, è stata aggiunta alla soluzione contenente il composto 
5d,  si è osservato che l’assorbimento passa da una lunghezza 
d’onda di 339nm a 348nm in cui l’assorbanza A cala 
drasticamente indicando la formazione del complesso 5d-Cu 
(figura 12 a). Il massimo assorbimento a 230 nm si sposta 
quando vengono addizionati FeSO4, FeCl3 o ZnCl2 , 
evidenziando il fatto che si sono formati legami tra il composto 
5d  e l’Fe2+ , Fe3+ o lo Zn2+. Lo studio condotto invece sul 
composto 10d evidenzia invece un assorbimento massimo a  
232 e 337 nm. Come per 5d, lo spettro del complesso 10d-
Cu(II) è molto diverso da quello di 10d da solo. Quando si sono 
addizionati FeSO4 FeCl3 o ZnCl2 il massimo assorbimento a 232 
nm si è spostato a 222, 223 nm o 221 nm rispettivamente. La 
stechiometria del complesso 5d-Cu(II) è stata determinata 
utilizzando il metodo di Job53, preparando una serie di soluzioni 
in cui la concentrazione totale del composto 5d e di CuSO4 
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rimangono costanti, ma variano la loro proporzione. La 
spettroscopia UV è stata usata per determinare l’assorbanza 
del complesso  del CuSO4 con 5d a differenti concentrazioni. 
Come indicato in figura 8c, quando l’assorbanza cambia a 
333 nm, sono state tracciate due rette che si intersecano al 
valore di 0,758 della frazione molare, il che sta ad indicare un 
rapporto del complesso 5d-Cu di 3:1. Il tracciato di Job per il 
composto 10d  e il CuSO4 ha mostrato un’intersezione a 0,49 e 
questo indica un rapporto 1:1 per il complesso 10d-Cu(II). 
 
 
Figura 12. (A)spettro UV del composto 5d (20µM) in presenza di 
CuSO4 (40µM), FeSO4 (40µM), FeCl3 (40µM), o ZnCl2 (40µM), al 
20% v/v etanolo/buffer (20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.4). 
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(B) spettro UV del composto 10d (20µM) solo in presenza di 
CuSO4 (40µM), FeSO4 (40µM), FeCl3 (40µM), o ZnCl2 (40µM), al 
20% v/v etanolo/buffer (20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.4). 
(C) determinazione stechiometrica del complesso 5d-Cu(II) 
tramite metodo di Job. (D) determinazione stechiometrica del 
complesso 10d-Cu(II) tramite metodo di Job. 
 
 
EFFETTI DI 5d E 10d SULL’AGGREGAZIONE DELLA Aβ1-42 INDOTTA 
DAL Cu(II) 
 
Per evidenziare la capacità dei derivati resveratrolici 5d e 10d, 
di inibire l’aggregazione della proteina beta amiloide indotta 





Figura 13. (A) risultati del saggio di binding  ThT. (B) Immagini 
TEM (inibizione dell’aggregazione della Aβ1-42 indotta dal 
Cu(II).) [Aβ1-42]= 25µM, [5d]= 50 µM, [10d]= 50 µM, [CQ]= 50 µM, 
[Resveratrolo]= 50 µM, [Cu++]= 25 µM, 37⁰ C, 24 ore. 
 
 
Per il saggio di fluorescenza ThT il resveratolo e il clochinolo 
(CQ), un chelante metallico,  sono stati usati come composti 
di riferimento54. Il peptide Aβ è stato trattato inizialmente con 1 
equivalente di Cu++ per 2 minuti  a temperatura ambiente e 
poi lasciata incubare per circa 24h  a 37° C con o senza i 
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composti da saggiare. Come mostrato in figura 13a la 
fluorescenza della Aβ trattata col Cu(II) è 155.8% rispetto alla 
Aβ da sola, stando ad indicare che il Cu(II) accelera 
l’aggregazione della beta amiloide. D’altro canto la 
fluorescenza della beta amiloide trattata con i complessi 5d-
Cu e 10d-Cu  decresce drammaticamente (87.51% per il 5d e 
dell’94.23% per il 10d), 70.94% per CQ e 78.92% per il 
resveratrolo. Questi risultati suggeriscono che i composti 5d e 
10d inibiscono efficacemente l’aggregazione della beta 
amiloide indotta dal Cu chelando appunto il Cu(II). Le 
immagini del saggio TEM in figura 13b sono conformi ai risultati 
dei saggi di binding ThT. In presenza di Cu(II) si osservano più 
fibrille Aβ ben definite (figura 13b-f) rispetto alla Aβ da sola 
(figura 13b-g) e minori fibrille di Aβ sono state osservate 







DISAGGREGAZIONE DI Aβ1-42 METALLO INDOTTA E EFFETTI DI 
DISAGGREGAZIONE DI FIBRILLE CON 5d E 10d 
 
È stata studiata la capacità dei composti 5d e 10d di 
disaggregare le fibrille formatesi dall’auto aggregazione di Aβ. 
Le fibrille di Aβ sono state generate in incubatrice per 24 ore a 
37° C. Il composto in esame è stato poi aggiunto al campione 
e incubato per altre 24 ore sempre alla temperatura di 37° 
C.(figura 14). Il test di binding ThT ha mostrato che entrambi i 
composti 5d e 10d sono in grado di degradare le fibrille di Aβ 
(5d= 67% di disaggregazione, 10d= 82% di disaggregazione) 
cosi come il Resveratrolo (61% di disaggregazione a 25µM). Il 
Cloquinolo ha mostrato effetti minori (16,52% di 
disaggregazione).Come mostrato in figura 10b, il saggio TEM 




Figura 14. (A) risultati del saggio di binding ThT. (B) Immagini 
TEM ([Aβ1-42]= 25 µM, [5d]= 25 µM, [10d]= 25 µM, [CQ]= 25 µM, 
[resveratrolo]= 25 µM, 37⁰C, 24 ore). 
 
 
Nel secondo studio sulla disaggregazione (figura 14-a), 5d, 
10d, clochinolo e resveratrolo (50µM) sono state aggiunti 
singolarmente alle fibrille, ottenute per reazione della Aβ con 1 
equivalente di Cu(II) in costante agitazione per 24 ore a 37° C. 
Il saggio di binding ThT ha indicato che i composti 5d e 10d 
disaggregano notevolmente le fibrille di Aβ paragonati 
all’effetto del CQ a 50µM (5d capacità di disaggregazione = 
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88.81% , 10d = 85.87% e CQ = 40.95%). Il Resveratrolo 
disaggrega le fibrille di Aβ Cu(II)- indotte con un tasso di 
successo dell’86.43%.  
 
 
MONOAMMINOSSIDASI (MAO) E ACETILCOLINESTERASI (AChE) 
 
Le MAO sono un altro target molecolare molto importante 
nella terapia di patologie multifattoriali. Inibitori selettivi delle 
MAO-A sono stati usati come antidepressivi55 e inibitori delle 
MAO-B sono associati al trattamento dei disturbi 
neurodegenerativi56. Di solito i pazienti affetti da Alzheimer 
mostrano sintomi propri della depressione, il che ci suggerisce 
che l’inibizione duale delle MAO-A e delle MAO-B potrebbe 
essere vantaggiosa nella terapia dell’Alzheimer57. Per studiare 
ulteriormente il profilo biologico multifunzionale dei composti 
5d e 10d , è stata valutata la capacità dei composti 5d e 10d 
di inibire MAO-A e MAO-B ricombinanti umane. Come 
composti di riferimento, il ladostigil, approvato dalla FDA (un 
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inibitore delle MAO-B) e la Clorgilina (un inibitore specifico e 
irreversibile delle MAO-A) (tabella 2). 
 
 




I composti 5d e 10d hanno manifestato una forte e bilanciata 
attività inibitoria nei confronti di ambo le MAO come ci si 
aspettava (tabella 2). Uno studio sul Docking dei composti 
rispetto alla MAO-B, hanno evidenziato che il 5d e 10d hanno 
conformazioni simili nel sito di legame della MAO-B . Entrambi 
gli inibitori formano due legami a idrogeno con residui proteici. 
Inoltre 5d e 10d hanno mostrato una moderata attività 





ATTIVITÁ ANTIOSSIDANTE INTRACELLULARE 
 
L’attività dei composti 5d e 10d in cellule SH-SY5Y è stata 
valutata utilizzando un saggio basato sulla 
diclorofluoresceinadiacetato (DCFH-DA)58 e sul Trolox ( acido 
6-idrossi-2,5,7,8-tetrametilcromanoico), un analogo della 
vitamina E, usato come composto di riferimento. Prima di tutto 
il saggio colorimetrico MTT [3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-
tetrazolo bromidrato] é stato utilizzato per verificare i potenziali 
effetti citotossici dei composti 5d e 10d. Come indicato in 
figura 15a, i composti 5d e 10d non mostrano tossicità a 10 µM 
dopo incubazione di 24 ore. Il trattamento delle cellule SH-
SY5Y con terziar-butil-idroperossido ha aumentato 
significativamente lo stress ossidativo. Così come mostrato in 
figura 11b, sia il trolox che i composti 5d e 10d hanno attività 
antiossidante anche se quella dei composti supera di gran 
lunga quella del trolox. Queste osservazioni indicano che i 
derivati del resveratrolo hanno  la capacità di comportarsi 
come agenti multifunzionali, agendo anche come 





figura 15. Effetti dei composti 5d e 10 d in cellule SH-SY5Y. (B) 
Incremento percentuale di specie radicaliche dell’Ossigeno 




SAGGIO DELLA PERMEAZIONE DELLA BARRIERA EMATO-
ENCEFALICA (BEE) IN VITRO 
 
La permeazione della barriera emato-encefalica (BEE) è un 
aspetto fondamentale per la terapia in quanto è necessario 
che i derivati indicati possano facilmente raggiungere il SNC 
ed esplicare la propria funzione. Per misurare la permeabilità in 
vivo dei derivati 5d e 10d ci si avvale del saggio PAMPA-BBB, 
ovvero il saggio di simulazione di passaggio attraverso barriere 
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o membrane artificiali aventi caratteristiche chimiche 
paragonabili a quelle della barriera emato-encefalica59. 
Innanzitutto sono state comparate le permeabilità di 13 
composti commercialmente reperibili in modo tale da validare 
il saggio con composti di riferimento. Attraverso poi un 
calcolo, è stata determinata la permeabilità dei composti 5d 
e 10d ed è emerso che il composto 5d attraversa la barriera 
mentre per quanto riguarda il composto 10d, ci sono delle 
incertezze; sulla base di queste evidenze il composto 5d è 





Per testare la sicurezza dei derivati del resveratrolo, la tossicità 
acuta del composto 5d è stata determinata tramite 
somministrazione orale in ratti KM con un dosaggio da 0,677, 
1333 e 2000 mg/kg (n=5 per gruppo). Dai primi 4 ai seguenti 14 
giorni dopo la somministrazione tutti i ratti sono rimasti vivi e 
apparentemente in salute basandoci sulle condizioni del pelo, 
58 
 
sul loro consumo di acqua e cibo e tenendo in considerazione 
il loro peso corporeo. Tutti gli esemplari sono stati sacrificati al 
14 giorni e osservati al microscopio al fine di evidenziare 
eventuali danni a carico del cuore fegato e reni. I risultati 
hanno mostrato che gli animali trattati con il composto 5d no 
hanno dato segni di sviluppo di alcun tipo di tossicità acuta o 













NUOVI DIMERI STILBENICI CONTRO LA FORMAZIONE DI FIBRILLE 
DI AMILOIDE 
 
Come è stato già detto, l’accumulo del peptide β amiloide 
(Aβ) è uno dei processi neurodegenerativi di maggior rilievo 
che si hanno durante la patogenesi e l’evoluzione della 
sindrome di Alzheimer. La β amiloide è tossica per le cellule in 
cultura attraverso varie vie60,61, e la sua tossicità é correlata al 
grado di aggregazione del peptide62. Vista la cruciale 
importanza dell’aggregazione della beta amiloide nella 
patogenesi dell’Alzheimer, attualmente si è mostrato 
particolare interesse alla ricerca, con lo scopo di sviluppare 
una terapia che bersaglia la produzione, l’aggregazione la 
clearance e la tossicità della beta amiloide63. Sono già 
disponibili dati sugli effetti di polifenoli sull’aggregazione del 
peptide Aβ nell’Alzheimer64. Utilizzando un’originale saggio in 
vitro, basato su misurazioni nello spettro UV-visibile e uso del 
microscopio elettronico è stato recentemente riportato che, 
due idrossistilbeni, resveratrolo e piceide, inibiscono 
l’aggregazione del peptide. Per questo saggio é stato 
utilizzato il frammento 25-35 Aβ, che presenta le proprietà 
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neuro tossiche e di aggregazione dell’intero peptide65. Usando 
questo saggio è stato possibile esaminare gli effetti di altri 
polifenoli del resveratrolo (monomeri, dimeri e oligomeri) 
sull’aggregazione della Aβ. (figura 16). Tutti gli stilbeni utilizzati 
sono stati estratti da piante come Vitis Vinifera e Milicia Excelsa 
seguendo il protocollo descritto  da Delaunay et al.66. In breve, 
gli estratti stilbenici sono strati frazionati su colonna 
cromatografica e successivamente centrifugati su 
cromatografia di ripartizione. I composti puri sono stati ottenuti 






Figura 16.Composti stilbenici testati sulla formazione delle 
fibrille di Aβ. 
 
 
La valutazione dell’attività inibitoria è stata eseguita utilizzando 
un saggio di routine in vitro e avvalendosi sia della 
spettroscopia UV-visibile che del microscopio elettronico per la 
ricerca di inibitori della formazione di fibrille di Aβ. Inizialmente 
questo studio è stato eseguito alla concentrazione di 10 µM e 
gli effetti inibitori sono stati paragonati a quelli della 
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curcumina. I composti che manifestavano un potere inibitorio 
uguale a quello della curcumina sono stati ulteriormente 
analizzati per determinare il valore della loro IC50. I valori di IC50 
di tutti i composti sono riportati in tabella 3. 
 
 
Tabella 3. Valori delle molecole che manifestano attività 
inibitoria presa la curcumina coma riferimento. 
 
 
Tra tutti i composti saggiati, i dimeri polifenolico-idrossi-
stilbenici, scirpusina A, (13) e  ε-viniferinglicoside (15), hanno 
mostrato un’attività inibitoria sull’aggregazione della 
Aβ estremamente efficace. Tutti i monomeri stilbenici saggiati 
sono meno attivi rispetto al resveratrolo e al suo glicoside, che 
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sono entrambi inibitori potenti e specifici. La valutazione dei 
dati di inibizione dei monomeri stilbenici ha evidenziato diverse 
relazioni struttura-attività. Prima di tutto, le sostituzioni sull’anello 
A hanno ridotto notevolmente l’attività protettiva nei confronti 
dell’aggregazione. I derivati metossilici e glicosilici (8, 11%  9, 
28%) e i derivati con un ulteriore gruppo idrossilico (5, 25%  7, 
32%) sono inibitori più deboli del resveratrolo (3, 63%) o piceide 
(4, 62%). Questi risultati indicano che l’anello A è una struttura 
critica nel processo di binding, inoltre, per quanto riguarda 
l’anello B, piceide (4, 62%) ha mostrato un’attività 
paragonabile a quella del resveratrolo, mentre l’attività del  
petrostilbene (6, 35%) è risultata debole. I risultati indicano che 
l’anello B è coinvolto nell’interazione. La piceide differisce dal 
resveratrolo per la sostituzione di un gruppo idrossilico con 
un’unità di glucosio, dove il petrostilbene presenta due gruppi 
metossilici sull’anello B. Questo ingombro sterico indotto dal 
glucosio, non modifica l’attività inibitoria, mentre entrambi i 
gruppi metossilici perdono donatori di legami a idrogeno, 
riducendo notevolmente l’attività inibitoria. Infatti molti studi 
indicano che i legami a idrogeno sono cruciali nelle interazioni 
con polifenoli e proteine67. Infine, il gruppo benzofuranile nella 
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moracina M (2, 9%) porta ad una riduzione dell’attività. La 
maggiore rigidità indotta da questo gruppo per il legame tra i 
due anelli può giocare un ruolo importante. Per quanto 
riguarda i dimeri stilbenici, a parte le ε-viniferina (14, 25%), tutti i 
composti testati hanno mostrato una considerevole attività 
inibitoria rispetto alla curcumina e hanno maggiore attività 
inibitoria rispetto alla curcumina (13, 80%; 15, 93%). L’ inibizione 
della formazione di fibrille di Aβ da parte della scirpusina A (13) 
e il glicoside di ε-viniferina (15) porta a un IC50 molto basso (≤1 
µM). Pertanto entrambi i dimeri stilbenici sono potenti inibitori. 
La scirpusina e la ε-viniferina differiscono soltanto per i loro 





La scirpusina A ha un ulteriore ossidrile sull’anello A2 e il 
glucoside ε-viniferina presenta un’unita glucosidica sull’anello 
B1. Quindi questi composti portano ad una classe di  inibitori 
molto potenti. Nonostante la ε-viniferina abbia la stessa 
struttura, è meno attiva (14 ,27%). Al momento è molto difficile 
trarre conclusioni sulla relazione struttura- attività perché i 
derivati dello stilbene sono noti per la loro capacità di formare 
conformeri che differiscono nella loro struttura tridimensionale. 
La differenza di attività tra questi campioni può essere dovuta 
alla conformazione tridimensionale dei campioni testati. Per 
concludere, sono necessari studi complementari per una 
miglior comprensione delle relazioni struttura-attività di questo 
nuovo tipo di inibitore. In particolare, l’impatto della 
conformazione tridimensionale sull’aggregazione Aβ di questi 
particolari stilbeni necessita di essere ulteriormente studiata. 
Per quanto riguarda gli oligomeri dello stilbene: trimeri come il 
Miyabenolo C (16, 15%), e i tetrameri come Nepalensinolo B 
(17, 17%), opeafenolo (18, 13%), iso-opeafenolo (19, 21%), 
vitisin C (20, 32%) e viniferolo E (21, 17%) risultano inibitori più 
deboli della Curcumina. Questi risultati suggeriscono che gli 
ingombri spaziali sono determinanti nel processo di binding. 
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Comunque, altri oligomeri necessitano di essere testati per 
confermare che i composti di maggiori dimensioni non sono 
attivi. Infatti i risultati dimostrano che l’effetto inibitorio non 















NUOVI COMPOSTI IBRIDI DELLA TACRINA 4-OXO-4H-CROMENE 
COME AGENTI MULTIFUNZIONALI NEL TRATTAMENTO DELLA 
SINDROME DI ALZHEIMER, CON PROPRIETÁ COLINERGICHE, 
ANTIOSSIDANTI E ANTI AGGREGANTI della β-AMILOIDE 
 
I target terapeutici più recenti per il trattamento della 
sindrome di Alzheimer si basano sullo sviluppo di inibitori delle 
acetilcolinesterasi (AChE-i) che aumentano la trasmissione 
neuorologica a livello delle sinapsi colinergiche a livello 
centrale e riducono temporaneamente il deficit cognitivo68 e 
sulla memantina, antagonista del recettore N-metil-D-
aspartato (NMDA)69. Inibitori delle acetilcolinesterasi come la 
rivastigmina e la galantamina sono utilizzati per il trattamento 
delle forme moderate di Alzheimer, mentre la memantina è 
stata approvata per il trattamento delle forme più gravi. Oltre 
a questo importante ruolo nella trasmissione colinergica, le 
AChE sono coinvolte anche in processi di sviluppo, 
differenziamento e adesione della Aβ. Studi biochimici hanno 
evidenziato che le AChE sono coinvolte nei processi di 
formazione delle fibrille di β amiloide attraverso l’interazione 
col sito anionico dell’enzima PAS, dando luogo a complessi 
Aβ-AChE stabili che sono molto più tossici del singolo peptide 
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Aβ70. Il fatto che le AChE accelerino l’aggregazione Aβ, e che 
questo effetto sia sensibile ai bloccanti PAS ha portato allo 
sviluppo di inibitori duali di entrambi i siti catalitici dell’enzima 
(CAS) e PAS. Questi composti sono promettenti farmaci per il 
trattamento dell’Alzheimer in quanto possono 
simultaneamente migliorare l’apprendimento e ridurre la 
degenerazione da beta amiloide. Anche le butirrilcolinesterasi 
(BuChE) sono enzimi coinvolti nella trasmissione colinergica, 
che hanno ricevuto notevole attenzione negli ultimi anni71. In 
cervelli sani, l’AChE idrolizza circa l’80% dell’acetilcolina 
presente, mentre le BuChE hanno un ruolo secondario. Ad 
ogni modo entrambi gli enzimi sono utili target terapeutici per il 
trattamento di questa patologia. L’enzima AChE oltre al suo 
importante ruolo di mediatore nella trasmissione colinergica, 
presenta ulteriori funzionalità correlate con lo sviluppo 
neuronale e processi di specializzazione e differenziazione. 
Alcuni studi hanno inoltre dimostrato che la AChE è coinvolta 
anche nella formazione di fibrille di β amiloide in vitro72, e la 
formazione di placche Aβ a livello della corteccia cerebrale di 
topi transgenici usati come modelli per l’Alzheimer73. 
Comunque, mentre l’Alzheimer avanza, l‘attività della AChE 
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diminuisce, mentre quella della BuChE aumenta a livello 
dell’ippocampo e della corteccia temporale74. Di 
conseguenza in tempi recenti è stata posta particolare 
attenzione agli inibitori selettivi e non selettivi delle BuChE75. In 
questo contesto recenti studi clinici hanno mostrato che 
pazienti trattati con rivastigmina, un inibitore sia della AChE 
che della BuChE hanno mostrato una riduzione 
dell’atrofizzazione corticale e una diminuzione della perdita di 
volume cerebrale76. Queste scoperte sono consistenti con 
l’ipotesi che l’inibizione di entrambi gli enzimi potrebbe avere 
effetti neuro protettivi e di modulazione della malattia. 
Durante l’invecchiamento, i sistemi di protezione endogeni 
adibiti a proteggere l’organismo dallo stress ossidativo 
vengono meno, lasciando il posto a fenomeni ossidativi che 
aprono le porte a tutta una serie di complicanze, come ad 
esempio il cancro, disturbi cardiovascolari o di natura 
neurodegenerativa. Nell’Alzheimer il danno ossidativo a carico 
di strutture cellulari è un evento che precede tutta una serie di 
caratteristiche proprie dell’Alzheimer tipo placche senili e i 
grovigli neurofibrillari evidenziando il coinvolgimento dello 
stress ossidativo nella patogenesi e nella progressione della 
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malattia. Inoltre, studi statistici condotti in 23 paesi hanno 
sottolineato che popolazioni con una dieta ricca di composti 
antiossidanti, come ad esempio flavonoidi hanno una minor 
probabilità di riscontrare la patologia77. Cosi i farmaci che 
eliminano specificamente i radicali dell’Ossigeno potrebbero 
essere utili sia per la prevenzione che per il trattamento 
dell’Alzheimer78. La tacrina è un potente inibitore dell’AChE e 
della  BuChE, che però presenta epatotossicità che può 
essere prevenuta con scavengers dei radicali liberi. Cosi la 
ricerca ha investito molto sullo sviluppo di derivati della tacrina 
con attività ossidante79. Alcuni esempi recenti di queste 
molecole sono le lipocrine80, gli ibridi tacrina-melatonina81 e 
derivati della 8-idrossichinolina, che proteggono le cellule 
dallo stress ossidativo e gli ibridi della tacrina NO-donor, che 
mostrano spiccate proprietà epato-protettrici82. I Flavonoidi, 
che si ritrovano in frutta e verdure, hanno ricevuto particolare 
attenzione negli ultimi anni, perché potrebbero limitare la 
neuro degenerazione associata  in diversi disturbi neurologici83. 
I flavonoidi mediano i loro effetti attraverso varie vie, inclusa la 
loro capacità di eliminare le specie neurotossiche, come 
radicali liberi, o le loro interazioni con importanti recettori 
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neuronali come il BACE-184. Considerando la complessità 
patologica riscontrata nell’Alzheimer, le molecole 
multifunzionali con due o più attività biologiche 
complementari potrebbero rappresentare un concreto e 
importante passo avanti nella cura della malattia85. 
Continuando lo studio su alcune classi di eterocicli con 
potenziale attività sull’Alzheimer86, e stata recentemente 
descritta la sintesi di alcuni composti multifunzionali, che 
combinano l’azione neuroprotettiva con l’inibizione 
dell’AChE87, incluso l’ibrido tacrina-melatonina che è capace 
di ridurre l’accumulo di beta amiloide in modelli di Alzheimer 
dei ratti88. Attualmente la ricerca si è focalizzata sulla 
progettazione di nuove molecole multifunzionali con attività 
colinergica, antiossidante e anti beta amiloide. In un lavoro 
del 2012 [ JMC, 2012] e stata utilizzata la tacrina per il suo 
effetto inibitorio delle colinesterasi mediante CAS e lo scaffold 
flavoinoideo del 4-oxo-4-H-cromene per la sua attività 
antiossidante di inibizione del recettore BACE-1 ed anche per 
le sue possibili interazioni con AChE-PAS grazie alle 








Per quanto riguarda le modifiche strutturali sul frammento di 
tacrina, sono stati introdotti atomi di cloro per studiare il 
possibile effetto sull’inibizione delle colinesterasi. Per ottenere 
la cattura delle specie radicaliche, sono stati introdotti gruppi 
fenolici sul frammento del 4-oxo-4H-cromene. I gruppi ossidrilici 
possono essere ottenuti a partire dai corrispondenti gruppi 
metossilici che sono anche in grado di aumentare l’interazione 
tra questi precursori e AChE-PAS come già descritto per il 
donepezil56. In accordo con la ben nota struttura della AChE, 
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è stato preso in considerazione di legare la tacrina e il 4-oxo-
4H-cromene con catene alchilendiamminiche  di diverse 
lunghezze. Questi linker flessibili potrebbero essere allocati 
nella stretta tasca enzimatica garantendo le interazioni 
necessarie tra i composti etero aromatici ed entrambi i siti 
















SINTESI DI IBRIDI  DELLA TACRINA-4-OXO-4-H-CROMENE E 
BLOCCO DELLE AChE e BuChE NEI MAMMIFERI 
 
Lo schema 6 rappresenta la procedura sintetica generale per 










Inizialmente per determinare la lunghezza ottimale della 
catena alifatica presente fra i due frammenti eterociclici, per 
l’inibizione della ChEs, è stata effettuata la sintesi degli ibridi 
tacrina-flavonoidi senza sostituenti su entrambe le strutture 
eterocicliche. In un esperimento preliminare, il trattamento 
dell’N1-(1,2,3,4 tetraidroacridin-9il)eptan-1,7-diammina 
(composto 31), con l’acido 4oxo-4-H-cromen-2-carbossillico 
(composto 38) in presenza di DCC ( N,N 
dicicloesilcarbodiammide) e una quantità catalitica di DMAP 
(N,N-dimetilamminopiridina) l’ammide è stata ottenuta con un 
forte eccesso di dicicloesilurea anche dopo varie separazioni 
cromatografiche. Per questo motivo è stato preso in 
considerazione un altro agente di coupling, il BOP, 
(benzotriazol-1-yloxil)tris(dimetilammino)fosfonio 
esafluorofosfato. Cosi l’acido 38 è stato attivato con BOP e 
successivamente addizionato all’N-(1,2,3,4-tetraidroacridin-
9il)alcan-1 n-diammina (31-35) in presenza di trietilammina in 
soluzione di  diclorometano a temperatura ambiente. Dopo 
cromatografia su gel di silice, i composti desiderati 3-7 sono 
stati isolati con elevato grado di purezza (> 98%) sebbene con 
rese moderate (42-67%). I composti ottenuti e caratterizzati 
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come basi libere sono stati trasformati nei cloridrati 
corrispondenti per trattamento con HCl gassoso in 
diclorometano e sottoposti a valutazione biologica. In 
generale le basi libere sono state utilizzate per ottenere dati 
spettroscopici (1H NMR, 13C NMR, e MS) e i cloridrati per 
ottenere informazioni sui livelli di purezza (HPLC e analisi di 
combustione) e per valutare l’attività biologica, proprietà 
antiossidanti e capacità di superamento della barriera emato-
encefalica (BEE). Le ammidi tacrina-flavonoidi (3-7) sono state 
valutate come inibitori dell’AChE e BuChE secondo il metodo 
Ellman89. Inizialmente sono state usate proteine di origine 
animale, ovvero AChE di eritrociti di bovino e BuChE 
provenienti dal siero di cavallo, sia per il loro basso costo  che 
per la loro somiglianza enzimatica con gli enzimi umani90. Sono 
stati valutati anche i precursori 1 e 38. I derivati da 3-7 della 
tacrina 4-oxo-4-H-cromene hanno mostrato una potente 
attività inibitoria delle colinesterasi dei mammiferi con valori di 
IC50 che vanno dal submicromolare al subnanomolare. Hanno 
mostrato una chiara selettività per la BuChE, essendo più 
potenti di ben due ordini di grandezza rispetto alla tacrina nei 
confronti di questo enzima. Il più potente inibitore di entrambe 
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le colinesterasi è risultato l’ibrido 6, con una catena a 10 atomi 
di carbonio tra il gruppo amminico e quello ammidico, 
sottolineando che questo linker porta a interazioni ottimali tra 
la porzione aromatica e i siti CAS e PAS degli enzimi. Una volta 
stabilito che la lunghezza ottimale del linker è di 10 metileni, 
sono stati introdotti altri sostituenti su entrambi i frammenti 
eterociclici. Uno o due atomi di cloro sono stati sostituiti sul 
sistema 1,2,3,4-tetraidroacridinico per studiare l’efficienza 
inibitoria sulla ChE, un altro cloro sul frammento della 4-oxo-4-
H-cromene per valutare la capacità di cattura di radicali. 
Come primo obbiettivo in aggiunta alla 1,2,3,4-
(teteraidroacridin-9-il)decan-1,10-diammina (34), usata 
precedentemente, è stato scelto di usare analoghi 6-cloro e 
6,8-dicloro (36 e 37, rispettivamente) in accordo ai risultati 
finora ottenuti nella serie di ibridi tacrina-melatonina. Questi 
ibridi 8 e 9 sono stati ottenuti accoppiando le ammine 36 o 37 
con l’acido 38 usando le condizioni sopra indicate. Un altro 
obbiettivo è stato quello di studiare la demetilazione della 
funzione metossilica91. I composti 39-41, con uno o due gruppi 
metossilici in diverse posizioni, sono stati ottenuti con un 
metodo già descritto. Sono stati attivati col BOP e 
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successivamente addizionati ai composti 34,36 o 37 in 
presenza di trietillammina in soluzione di diclorometano a 
temperatura ambiente, per ottenere gli ibridi tacrina-cromene 
desiderati (10-18) con rese moderate (33-68%). Infine la 
demetilazione di questi composti metossilici è stata eseguita 
con  BBr3 in condizioni blande, compatibilmente con i numerosi 
gruppi funzionali presenti, inclusi i gruppi ammidici. Inizialmente 
il trattamento dell’ibrido 6-metossicromene (10) con 3 e 5 eq. 
di BBr3 in diclorometano a -78°C in ambiente anidro, ha fornito 
il derivato fenolico desiderato 19 con il composto di partenza 
10 sottolineando che la reazione non è completa. Quando poi 
la reazione è stata ricondotta utilizzando 7 eq. di BBr3, il 
composto 19 è stato isolato con una resa del 70% ed il 
prodotto di partenza 10, non era presente nel grezzo di 
reazione. Questo risultato sembra in accordo con quanto 
descritto da McOmie et al. per l’uso di 1 eq. di BBr3 per ogni 
gruppo di rottura, più 1 eq. in più per ogni atomo di azoto o 
ossigeno presente nella molecola.  Allo stesso modo i composti 
11 e 12, trattati con 7 eq. di BBr3 hanno fornito i corrispondenti 
6-idrossi-cromoni (20-21) in rese moderate. Perciò  la 
demetilazione degli ibridi contenenti 2 gruppi metossilici è 
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stata condotta usando 8 eq. di BBr3, dando i 6,7-diidrocromoni 
desiderati (28-30) in buone rese (66-92%) a partire dai 
corrispondenti derivati 6,7-dimetossi (16-18). Applicate le 
condizioni sopra indicate agli ibridi 5,7-dimetossicromene (13-
15) sono stati isolati due prodotti per ogni caso: il 5,7-diidrossi 
derivato (23, 25, 27) in rese moderate (42-55%) e l’ibrido 5-
idrossi-7-metossi-cromene (22, 24, 26) in minor quantità (15-
24%). I composti sono poi stati separati attraverso 
cromatografia su gel di silice e la posizione della funzione 
metossilica è stata inequivocabilmente determinata con 
l’utilizzo di 1H-NMR usando l’effetto nucleare di Overhauser 
(NOE). L’assorbimento del gruppo metilico, che appare come 
un singoletto a ~3.8 ppm produce un effetto NOE sui due 
idrogeni aromatici in posizione C-6 (a ~ 6.5 ppm) e C-8 ( a ~ 
6.8 ppm) del nucleo del cromene, escludendo che la funzione 
metossilica si trovi sul C-7 nei composti 22, 24 e 26. Questo 
risultato può essere spiegato attraverso la formazione di un 
intermedio ciclico in cui l’atomo di boro é attaccato 
simultaneamente dall’ossigeno del carbonile del cromone e 
dall’ossigeno etereo al C-5, rendendo tale posizione molto 
favorevole per la scissione dell’etere, in modo simile a quella 
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proposta precedentemente per gli eteri catecolici dimetilici. I 
nuovi ibridi ottenuti 8-30 sono stati valutati come inibitori delle 
colinesterasi dei mammiferi, come precedentemente spiegati, 
e i risultati sono descritti in tabella 4. 
 
 
Tabella 4. Rese (%) e inibizione delle AChE e BuChE dei 




Come riscontrato per i composti 3-7, anche gli ibridi 8-30 
inibiscono le BuChE molto più efficacemente delle AChE, con 
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valori di IC50 che vanno dal submicromolare al 
subnanomolare. Paragonando i composti che hanno gli stessi 
sostituenti sul sistema 4-oxo-4-H-cromenico è stato possibile 
studiare come le modifiche sulla sub-struttura della tacrina 
influenzino l’inibizione delle ChE. La presenza di un atomo di Cl 
in posizione 6 aumenta di un ordine di grandezza l’inibizione 
dell’AChE mantenendo lo stesso grado di affinitá per la 
BuChE. Introducendo un ulteriore Cl in posizione 8 si riscontra 
un abbassamento dell’attività per entrambe le specie 
enzimatiche. Considerando adesso gli ibridi con gli stessi 
sostituenti sulla sub-struttura della tacrina, l’introduzione di 
gruppi metossilici sul frammento del cromone determina 
variazioni sull’inibizione di questi enzimi. Al contrario, la 
presenza di gruppi fenolici diminuisce la capacità di questi 







VALUTAZIONE IN VITRO DELL’INIBIZIONE DELLE 
ACETILCOLINESTERASI UMANE, CAPACITÁ DI ASSORBIMENTO 
DELLE SPECIE RADICALICHE DELL’ OSSIGENO E PASSAGGIO 
DELLA BARRIERA EMATO-ENCEFALICA 
 
I composti più attivi sulle ChE dei mammiferi tra i derivati dalla 
tacrina e dalla 6-clorotacrina, sono stati valutati come inibitori 
delle colinesterasi umane e come scavenger dei radicali liberi, 
è stata valutata anche la capacità di penetrare il sistema 
nervoso centrale con il saggio PAMPA-BBB, ed i  risultati sono 
riportati in tabella 5. Tutti i composti derivati mostrano un IC50 
nei confronti delle colinesterasi umane (h-AChE) compresa tra 





Tabella 5. Inibizione delle colinesterasi umane, capacità di 
assorbimento dei radicali dell’ossigeno (ORAC, equivalenti 
trolox) e risultati del passaggio della barriera emato-encefalica 
usando il saggio PAMPA-BBB (Pe’ 10-6 cm sec-1) indotte dagli 
ibridi di tacrina e 6-clorotacrina-4-oxo-4-H-cromene. 
  
 
Come evidenzia la tabella il composto 24, derivato dalla 6-
clorotacrina e 5-idrossi-7-metossi-4-oxo-4H-cromene, é il più 
potente inibitore delle AChE umane della sua famiglia con un 
IC50 di 35 pM che è 10'000 volte migliore del corrispondente 
frammento di tacrina. È interessante notare che i derivati 
risultano dalle 4-1070 volte più efficaci nell’inibire gli enzimi 
umani piuttosto che quelli bovini. La maggiore affinità 
mostrata dall’ibrido tacrina-flavonoide nei confronti della 
esterasi umana, può essere dovuto ad un miglior attacco del 
frammento 4-oxo-4H-cromene con la tasca PAS dell’AChE,in 
quanto entrambi gli enzimi hanno un maggior grado di 
similitudine per la CAS  piuttosto che per la regione PAS. La 
presenza di eventuali sostituenti a livello del frammento del 
flavonoide sembrano rafforzare questa differenza, in quanto 
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gli ibridi dotati di una sub unità 4-oxo-4H-cromene sostituita, 
sono più potenti di quelli non sostituiti. Per quanto riguarda 
invece le BuChE umane, si può asserire che il composto 10 
derivato dalla tacrina e dal 6-metossi-4-oxo-4-H-cromene 
risulta essere il composto più potente della serie (IC50= 38 pM) 
essendo 1052 volte più attivo di quello della tacrina, e quindi il 
più adatto ad inibire le butirrilcolinoesterasi umane. 
Paragonando il grado di inibizione delle AChE e BuChE 
umane, i composti testati non mostrano una spiccata 
selettività anche se ci sono delle eccezioni. Il composto 6 
derivato da entrambi i frammenti di tacrina-4-oxo-4-H-
cromene non sostituiti è risultato 117 volte più attivi sulla BuChE 
rispetto alla AChE. Al contrario, gli ibridi 17 (6-clorotacrin-6,7-
dimetossi-4-oxo-4-H-cromene), 24 (6-clorotacrina-5-idrossi-7-
metossi-4-oxo-4-H-cromene) e 29 (6-clorotacrin-6,7-diidrossi-4-
oxo-4-H-cromene) mostrano chiara preferenza per la h-AChE 
essendo rispettivamente, 250, 143 e 1056 volte più potenti 
nell’inibire questo enzima piuttosto che la h-BuChE. L’attività 
antiossidante degli ibridi tacrina-flavonoidi sopra evidenziati 
(tabella 4) é stata valutata col metodo ORAC-FL (Oxygen 
Absorbance assay capacity by fluorescence)92. Radicali 
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perossilici generati a partire dal 2,2-diazo(amidinpropan)-
dicloridrato fatto reagire con fluoresceina per ottenere 
prodotti non fluorescenti a 520 nm. La capacità antiossidante 
dei nuovi ibridi di tacrina-4-oxo-4H-cromene è stata 
determinata e confrontata con quella della fluoresceina 
usando un rilevatore di fluorescenza. Il trolox e un analogo 
della vitamine E, è  stato usato come riferimento e i risultati 
sono espressi in equivalenti di trolox (µmol di trolox/ µmol di 
composto testato) in una scala relativa in cui l’ORAC (trolox) 
=1. Anche la Melatonina è stata saggiata dando un valore  
ORAC di 2.3 pienamente in accordo con i valori 
precedentemente descritti da Sofic et al. (2.0 µmol per il 
trolox/µmol melatonina)93. La tacrina ha mostrato capacità di 
catturare radicali impercettibile, mentre i derivati con gruppi 
ossidrilici hanno mostrato attività antiossidante interessante. Il 
composto 19 con la tacrina non sostituita ed il gruppo 6-idrossi-
4-oxo-4-H-cromenico è risultato 1.3 volte più potente 
dell’analogo della vitamina E, ed il miglior antiossidante di 
questa famiglia (Tabella 4). Un altro aspetto da considerare è il 
passaggio attraverso la barriera emato-encefalica (BEE). Il 
primo requisito per le sostanze per il SNC è quello di 
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raggiungere il proprio target passando appunto, attraverso la 
BEE. Al solito per verificare l’effettiva capacità di passare 
attraverso una barriera artificiale e stato usato il saggio 
PAMPA-BBB. Questo semplice e rapido saggio descritto da Di 
et al.94 applicato a diversi composti è in grado di determinare 
con precisione l’effettiva capacità di un determinato 
composto di superare la barriera. La permeabilità in vitro (Pe) 
degli ibridi tacrina-flavonoidi, e quella di 15 sostanze 
commerciali, ottenute dall’estratto lipidico del cervello suino, è 
stata determinata usando una miscela di PBS/EtOH (70:30). La 
validazione del saggio è stata eseguita comparando le 
permeabilità sperimentali, con quelle mostrate dai composti 
commerciali, fornendo l’equazione Pe(exptl)= 1.24  Pe(bibl) 
+1.98 (R2= 0.93). Attraverso questa equazione è stato possibile 
determinare un certo valore soglia per la permeazione della 
BBB, ed è stato riscontrato che molecole con valore > di 
7.0×10-6 cm × sec-1 erano in grado di oltrepassare la barriera 
artificiale (BBB) con trasposto passivo, ovvero senza alcun tipo 
di dispendio energetico.  Tutti gli ibridi hanno superato il 
saggio, tranne i composti 28 e 29, i quali hanno ottenuto valori 
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troppo bassi sufficienti per il raggiungimento del sistema 
nervoso centrale (SNC). 
 
 
INIBIZIONE DEL BACE-1 UMANO 
 
Successivamente  gli ibridi tacrina-4-oxo-4H-cromene sono 
stati valutati come inibitori della proteina umana ricombinante 
BACE-1, la quale negli eucarioti è espressa come una 
glicoproteina. Per misurare l’attività enzimatica è stato usato 
un sistema FRET (fluorescence resonance Energy transfer)95. 
Aiutandosi di un inibitore del BACE-1 noto (OM99-2) come 
composto di riferimento con IC50= 33 nM (KI = 9.68 ± 0.02 nM), 
in accordo con i risultati pubblicati, (KI= 1.2-9.8 nM) è stata 






Tabella 6. Inibizione del BACE-1 umano indotta dagli ibridi 
selezionati di tacrina-4-oxo-4-H-cromene. 
 
 
Inizialmente i composti sono stati valutati ad una 
concentrazione (10 µΜ), mostrando interessanti attività 
inibitorie di BACE-1 con percentuali di inibizione nel range di 
26-83%, mentre la tacrina era risultata inattiva. 
Successivamente sono stati calcolati  i valori di IC50 dall’attività 
del BACE-1 rispetto alle concentrazioni degli inibitori ed i valori 
sono risultati da 0.5 µM a 100 µM. Le  costanti di inibizione sono 
state calcolate a partire dai valori di IC50 usando l’equazione 
di Cheng e Prusoff (KI= IC50/(1+[S]/KM) . In questo modo i 
derivati della tacrina-4-oxo-4H-cromene sono risultati potenti 
inibitori del BACE-1 con valori di IC50 compresi tra il 2 e il 22 µM. 
In generale la presenza di sostituenti sul 4-oxo-4-H-cromene 
aumenta il potere inibitorio fornendo derivati più potenti di un 
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ordine di grandezza rispetto ai composti non sostituiti. L’ibrido 
13, derivato dalla tacrina e dal 5,7-dimetossi-4-oxo-4-H-
cromene è il composto più attivo della serie, con un valore 
















NUOVI IBRIDI DI TACRINA-8-IDROSSICHINOLINA, COME AGENTI 
COLINERGICI, NEUROPROTETTIVI, ANTIOSSIDANTI E CHELANTI 
DEL RAME NEL TRATTAMENTO DELLA SINDROME DI ALZHEIMER 
 
 




La Tacrina (1) è stata la prima molecola approvata come 
potente e selettivo inibitore dell’AChE e BuChE, il cui utilizzo 
però presentava degli effetti collaterali, come ad esempio 
l’epatotossicità. Studi tossicologici hanno evidenziato che in 
cellule epatiche umane HepG2 , una concentrazione 
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terapeutica di tacrina induce alla produzione di ROS e la 
deplezione del glutatione sottolineando che lo stress ossidativo 
potesse essere coinvolto nell’epatotossicità96. È stato inoltre 
dimostrato che lo stress ossidativo indotto dalla tacrina può 
essere contrastato trattando gli epatociti con un radicale 
libero scavenger come l’Anetolo ditioletione [5-(4-
metossifenil)-3-H-1,2-ditiol-3-tione] o con la vitamina E97. In 
questo modo, derivati della tacrina dotati di proprietà 
antiossidanti possono risultare utili riducendo il grado di 
tossicità. Durante l’invecchiamento il sistema endogeno 
antiossidante di protezione decade e  può essere 
ulteriormente indebolito dall’Alzheimer. Studi recenti hanno 
dimostrato che lo stress ossidativo è solo un evento che 
precede altre caratteristiche della malattia, come la 
formazione di placche amiloidiche e aggregazioni neuro 
fibrillari98. Quindi l’uso di questi farmaci, in particolare 
scavengers di radicali liberi può essere molto utile per la 
prevenzione o per il trattamento del morbo di Alzheimer. 
Inoltre è stato suggerito il ruolo fondamentale di biometalli 
come rame, zinco  e ferro in tanti aspetti critici dell’Alzheimer. 
Nelle placche amiloidee infatti alte concentrazioni di rame e 
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zinco sono state messe in evidenza attraverso la 
spettroscopia99 e esperimenti in vitro hanno dimostrato che 
queste specie metalliche sono in grado di legare la Aβ e 
promuoverne l’aggregazione. Metalli ossido-riduttivi come il 
rame e il ferro contribuiscono alla formazione di specie 
radicaliche dell’ossigeno e quindi, allo stress ossidativo100. Di 
conseguenza, il controllo e la regolazione della 
concentrazione di queste specie metalliche sembra essere 
un’intelligente strategia terapeutica per il trattamento di 
questa patologia. Molecole come la desferroxamina101, D-
pennicillammina102 e il clochinolo (2) (PBT1, 5-iodo-6-cloro-8-
idrossichinolina) sono state oggetto di studi ed esperimenti. Più 
recentemente la PTB2, un altro derivato della 8-idrossichinolina 
ha superato test clinici di fase iib , dando risultati incoraggianti 
per il trattamento dell’Alzheimer. La PTB2 blocca la reazione di 
ossido-riduzione responsabile della formazione di oligomeri 
tossici di Aβ, prevenendo la sua organizzazione in placche e 
impedendo che i relativi processi biochimici portino al suo 
stoccaggio in depositi. Inoltre il composto PTB2 non contiene 
iodio, e quindi non può andare a formare le impurità da I2 che 
sono state associate alla tossicità da cloquinolo103. Le varie 
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sfaccettature dell’Alzheimer hanno portato allo sviluppo di 
farmaci multifunzionali con due o più attività complementari, 
in quanto possono rappresentare un importante passo avanti 
nel trattamento di questa patologia104. Continuando la ricerca 
su varie specie eterocicliche, come potenziali farmaci per il 
trattamento dell’Alzheimer, negli ultimi anni sono state 
riportate sintesi di composti multifunzionali che agiscono sia 
come neuroprotettivi sia come inibitori del CAS, PAS e delle 
AChE105.  Al momento, l’obbiettivo è quello di sintetizzare una 
molecola dotata di proprietà antiossidanti, neuro protettive e 
chelanti, capace di inibire sia la acetil che la butirril 
colinesterasi, il tutto in un’unica e piccola molecola. Gli ibridi di 
tacrina-8-idrossichinolina sono stati ottenuti prelevando e 
preservando frammenti aventi queste ben note proprietà (3-
19). La tacrina e stata usata in quanto inibisce la colinesterasi 
instaurando il legame col sito CAS, la PBT2 per le sue proprietà 
chelanti, neuro protettive e antiossidanti106  ed anche per la 
loro specificità nel legarsi al sito PAS con la sua porzione 
aromatica. Dal momento che il sito CAS dell’AChE è 
localizzato in una profonda tasca chimica, è stato ritenuto 
opportuno legare la tacrina con la struttura del clochinolo 
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attraverso un frammento alchilen-di-amminico (figura 13) di 
diverse lunghezze (variabili dai 6 ai 12 atomi di carbonio) o 
tramite uno scheletro come la 3,3’diammino-N-metil-
diidropropil-ammina. Questi linkers, possono facilmente essere 
alloggiati nella tasca del sito dell’enzima garantendo 
interazioni simultanee col frammento eteroaromatico del CAS 
e del PAS dell’AChE. In questo studio si descrive la sintesi del 
nuovo derivato di tacrina-8-idrossichinolina e si valutano le sue 
proprietà biologiche avvalendosi di opportuni saggi, come ad 
esempio il saggio ORAC per valutare la capacità assorbente 
di specie radicaliche dell’ossigeno, saggi per verificare il 
potere antiaggregante della Aβ e saggi per poter valutare la 
sua capacità di passaggio attraverso una barriera artificiale, in 
vitro,  come indicatore del suo potere di passaggio in vivo 





Schema 7. Sintesi degli ibridi di tacrina-8-idrossichinolina (3-19). 
 
 
Lo schema 7 descrive la generale procedura di sintesi degli 
ibridi della tacrina-8-idrossi-chinolina (3-19). Seguendo i metodi 
descritti, N1-(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)alcan-1,n-diammina 
20a-f e l’N1-(3-amminopropil)-N1-metil-N3-(1,2,3,4-
tetraidroacridin-9-il)propan-1,3-diammina 20g sono stati 
ottenuti in buone rese (75-85%)107. Poi la amminometilazione 
Mannica di diverse chinoline commercialmente reperibili (8-
idrossichinolina, 2-meti-8-idrossichinolina o la 5-cloro-8-
idrossichinolina) con il composto 20a-g in presenza di 
paraformaldeide fornirà l’ibrido desiderato. Tuttavia un 
esperimento preliminare in cui il composto 20a è stato messo a 
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riflusso con 8-idrossichinolina e paraformaldeide in etanolo per 
10 ore, ha fornito una complessa mistura in cui pero il 
composto desiderato non é stato trovato. A titolo informativo, 
l’amminometilazione Mannica è costituita da 2 steps; la 
formazione del derivato imminico a partire dall’ammina e 
dalla formaldeide e successivamente la reazione l’intermedio 
e il composto che presenta un atomo di idrogeno attivato. 
Primo, l’amminoalchiltacrina 20a-g è stata messa a reflusso 
con 3 eq. di paraformaldeide in etanolo per 6 ore per favorire 
la formazione dell’intermedio imminico, il quale non è stato 
isolato ma è stato determinato dallo spettrometro di massa. 
Dopodiché la corrispondente 8-idrossichinolina è stata 
aggiunta alla mistura ottenuta e lasciata per 18 ore a 
temperatura ambiente ottenendo così i composti 3-19, i quali 
sono stati poi purificati usando cromatografia su gel di silice. 
Sebbene la reazione Mannica dell’8-idrossichinolina possa 
avvenire su due C differenti, al C5’e C7’, in queste condizioni è 
stato individuato e isolato un singolo isomero. In ognuno 
degl’ibridi da 3 a 19 la posizione di amminoalchilazione è stata 
stabilita attraverso NMR. Il fatto che il ω-metilene assorba a 
4.10-4.80 ppm correlato al C6’, C7’e C8’ del frammento 
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chinolinico suggerisce che la reazione avviene in posizione 
orto rispetto al gruppo fenolico (Tabella 7). 
 
 
Tabella 7. Assegnamento di 1H e 13C NMR chemical shifts (δ, 
ppm) del frammento Chinolinico per i derivati 6, 12 e 16 
stabilito dagli esperimenti HSQC e HMBC. 
 
 
ATTIVITÁ COLINERGICA E ANTIOSSIDANTE 
 
L’inibizione dell’AChE e BuChE è stata determinata seguendo il 
metodo Ellman e utilizzando la tacrina come riferimento108, sia 
per il loro costo contenuto, sia per la loro somiglianza con gli 
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enzimi umani109, sono state selezionate AChE di bovino adulto 
e BuChE dal siero di cavallo. Tutti gli ibridi di tacrina-PBT2 (3-19) 
sono stati valutati in base all’AChE bovina, dimostrandosi dei 
potenti inibitori di questo enzima con un IC50 variabile dal 
micro molare al nano molare, Tabella 8.  
 
 
Tabella 8. Inibizione dell’AChE e BuChE dei Mammiferi indotta 





 Molecole contenenti un frammento 8-idrossichinolinico non 
sostituito e una catena metilenica di 7-10 atomi di carbonio, 
hanno mostrato la migliore attività bloccante sull’AChE come 
ad esempio il derivato 6 (IC50= 20nM). La sostituzione sull’anello 
chinolinico o l’inserimento di un’ammina terziaria fornisce in 
entrambi i casi composti meno potenti. Per ottenere inibitori 
duali per le AChE e BuChE, sono stati selezionati i più potenti 
bloccanti per le AChE bovine, con IC50 < 100nM  e testate sulle 
BuChE equine ottenendo dei risultati anch’essi esposti in 
Tabella 8. È stata successivamente valutata una selezione dei 
composti più attivi sia come inibitori delle colinesterasi che 
come radical scavengers. Gli ibridi 6 (8-idrossichinolina), 11 (2-
metil-8-idrossichinolina), e 16 (5-cloro-8-idrossichinolina) sono 





Tabella 9. Inibizione delle colinesterasi umane e  capacità di 
assorbimento delle specie radicaliche dell’ossigeno (ORAC) 
indotte dagli ibridi scelti 6, 11 e 16. 
 
 
Tutti i i derivati testati hanno mostrato valori di IC50 compresi tra 
il nano e il sub-nanomolare (0.5 - 5-5 nM). L’ibrido 11 è risultato 
il miglior inibitore per l’h-AChE della sua serie, rivelandosi 700 
volte più potente della tacrina. Tutti i composti comunque, 
inibiscono gli enzimi rivelandosi dalle 4 alle 150 volte più 
efficaci rispetto che con gli enzimi bovini. Gli ibridi scelti 
inibiscono anche le BuChE umane con valori di IC50 da 6.5 a 
5.5 nM. Il composto 6, derivante da un’ 8-idrossichinolina non 
sostituita si e rivelato un potente inibitore di entrambe le 
esterasi. L’introduzione di un sostituente sul frammento chinolin-
8-olo fornisce gli ibridi 11 e 16 dotati di modesta selettività per 
le h-AChE (Tabella 8). L’attività antiossidante degli ibridi 
tacrina-PBT2 6, 11 e 16 é stata valutata seguendo il metodo 
ORAC-FL (Oxygen radical absorbance capacity by 
fluorescence)110. Radicali perossilici sono stati generati a 
partire dal 2,2-diazo(amidinpropan) -diidrocloridrato e fatti 
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reagire con fluoresceina così da ottenere composti non 
fluorescenti a 520 nm. La capacità antiossidante di questi 
composti e stata valutata studiando la loro competizione con 
la fluoresceina nella cattura radicalica, usando un piatto 
fluorescente per la lettura. Il trolox e la vitamina E sono stati 
usati come standard di riferimento e i risultati sono stati espressi 
in trolox equivalenti ( µmol di trolox/ µmol di composto testato) 
in una relativa scala in cui il valore ORAC per il trolox è uguale 
a 1. La tacrina ha mostrato insufficiente capacita anti-
radicalica mentre gli ibridi dell’8-idrossichinolina hanno 
mostrato potente attività scavenger. L’ibrido 6 é risultato 3.3 
volte più potente degli analoghi della vitamina E. Come 
previsto, l’introduzione di un gruppo elettron-attrattore sul 
frammento chinolin-8-olo diminuisce  l’attività scavenger per le 
specie radicaliche dell’ossigeno (ibrido 11 ORAC= 2.6), mentre 
la presenza di un gruppo elettron-donatore aumenta questa 






INIBIZIONE SULL’AGGREGAZIONE DELLA β AMILOIDE 
 
Come precedentemente detto, l’acetilcolinesterasi presenta 
anche delle funzioni non colinergiche, le quali sono coinvolte 
in fenomeni come l’adesione cellulare e la differenziazione 
neurologica. L’enzima inoltre interagisce con gli oligomeri di β 
amiloide e relative fibrille promuovendone la loro 
aggregazione con conseguente formazione di placche. 
L’interazione chiave fra l’AChE e la Aβ, sembra trovarsi in 
corrispondenza del PAS, fino a quando inibitori selettivi del CAS 
non blocchino l’aggregazione β-amiloide111. Dunque inibitori 
selettivi del PAS possono quindi interrompere l’aggregazione 
amiloide. Alla concentrazione di 0.3 µM, gli ibridi 6, 11 e 16 
hanno mostrato un distaccamento di propidio ioduro del 22, 
19 e 27% rispettivamente. Lo ioduro di propidio é infatti stato 
studiato in quanto in base al suo legame con la AChE fornisce 
diversi tipi di fluorescenza e grazie a questo è stato possibile 





VALUTAZIONE DEL PASSAGGIO ATTRAVERSO BARRIERA EMATO-
ENCEFALICA IN VITRO 
 
Come e ben noto ormai, uno dei principali requisiti delle 
molecole sintetizzate per il trattamento dell’Alzheimer è la loro 
capacità di passare la barriera emato-encefalica. Questa 
capacità la si stima sottoponendo tali ibridi a passaggio 
attraverso una membrana artificiale scelta ad hoc, 
avvalendosi del saggio PAMPA-BBB. Questo semplice e rapido 
modello, descritto da Di et al. e recentemente applicato a 
diversi composti112 è in grado di prevedere con successo se 
tali composti saranno o meno in grado di passare la barriera 
emato-encefalica. La permeabilità in vitro (Pe) degli ibridi 
tacrina-PTB2 (6, 11 e 16) e di 15 droghe commerciali, 
attraverso uno estratto lipidico di cervello suino è stata 
determinata usando una soluzione di PBS/EtOH (70:30). La 
verifica del saggio è stata eseguita paragonando i valori di 
permeabilità sperimentale con quelli dei composti 
commerciali fornendo questa relazione Pe(exptl) =1.24 Pe-
(bibl)+1.98 (R2=0.93). Da questo studio è stato possibile 
determinare i limiti per la permeazione della BEE giungendo 
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alla conclusione che i composti con permeabilità >7.0×10-6 cm 
s-1 sono in grado di superare la barriera emato-encefalica. Gli 
ibridi tacrina-clochinolo testati hanno sempre dato valori 
uguali o superiori alla soglia come evidenzia la Tabella 10. 
 
 
Tabella 10. Risultati sulla permeabilità del saggio PAMPA-BBB 
per gli ibridi di tacrina-PTB2  (Pe 10-6 cm s-1) e relativi pronostici 
su penetrazione e raggiungimento del SNC. 
 
 
PROPRIETÁ METALLO-CHELANTI DEL COMPOSTO 6 
 
La capacità del composto ibrido 6 di chelare metalli come il 
Fe3+ e il Cu++  è stata studiata con spettrometria UV-vis. Per 
riuscire ad avere nozioni sul tempo necessario per il processo 
di complessazione, lo spettro del composto 6 con aggiunta di 
CuSO4 è stato registrato in diversi momenti, osservando che la 
curva non cambiava dopo il primo minuto. Utilizzando poi il 
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composto 6 in Fe(SO4)3 non sono state riscontrate consistenti 
differenze nella curva dello spettro UV dopo circa 30 min. 
Questo sta a significare che l’ibrido non è in grado di chelare 
in maniera apprezzabile il Fe3+ (figura 19). 
 
 
Figura 19. Spettro UV del composto 6 (22.5 µM). (b) spettro 
risultante dal mix di 6 (22.5 µM) e FeSO4 (4.2 µM). (c) spettro 
risultante dal mix di 6 (22.5 µM) e CuSO4 (4.2 µM). Tutte le 
soluzioni sono state preparare usando un  ”tris buffer”  a pH 7.4. 
 
 
La selettività dell’ibrido tacrina-8-idrossichinolina (6) nei 
confronti dello ione Cu(II) paragonata a quella del Fe(III), 
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potrebbe avere interessanti applicazioni terapeutiche. Si può 
avanzare questo parere, perché diversi studi hanno 
sottolineato come lo ione rameico sia coinvolto nel processo 
di formazione di placche senili, a causa della sua affinità con 
la Aβ1-42. Oltretutto il complesso che si forma Aβ1-42-Cu(II) è in 
grado di produrre un quantitativo nettamente superiore di 
specie reattive dell’O2 a causa del suo più elevato potenziale 
di riduzione (500Mv) paragonato a quello del complesso 
Fe(III)113. Per determinare poi la stechiometria del complesso 6-
Cu(II) è stato utilizzato il metodo di Job, che usa soluzioni di 
composto 6 e CuSO4 in diverse percentuali di modo che 
entrambi i componenti siano sequenzialmente presenti dallo 0 
al 100% nel campione. Usando poi lo spettro dell’UV è stato 
osservato che l’assorbanza cambiava a 248 nm  contro la 





Figura 20. Determinazione stechiometrica del complesso 6-
Cu(II) con metodo di Job. 
 
 
L’equazione individua una soluzione al valore di frazione di 
0.65 per il composto 6 rilevando un rapporto di 2:1 nella 







VITALITÁ CELLURARE E NEUROPROTEZIONE CONTRO I RADICALI 
MITOCONDRIALI DEL COMPOSTO 6 
 
Per esaminare gli effetti citotossici del composto 6 la linea del 
neuroblastoma cellulare SH-SY5Y è stata esposta al composto 
alla concentrazione di 3µM per 24 ore e successivamente la 
vitalità cellulare è stata misurata calcolando la quantità di 
lattato deidrogenasi rilasciato. Condizioni da stress ossidativo 
sono state simulate nelle cellule del neuroblastoma usando il 
Rotenone come agente ossidativo. Il Rotenone è un inibitore 
del complesso I nella catena respiratoria degli elettroni ed 
induce apoptosi cellulare promuovendo la formazioni di 
specie ROS a livello mitocondriale114. L’ibrido 6 ha mostrato 








PROGETTAZIONE, SINTESI E VALUTAZIONE FARMACOLOGICA DI 
NUOVI IBRIDI ACIDI TACRINA-CAFFEICI QUALI COMPOSTI 
DERIVATI DELL’ACIDO CAFFEICO NEL TRATTAMENTO DELL 
ALZHEIMER 
 
Attualmente si pensa che gli antiossidanti con ulteriori effetti 
farmacologici  potrebbero essere utili nel trattamento di 
questa complessa patologia in cui i radicali liberi giocano un 
ruolo determinante115. Questo concetto è stato recentemente 
razionalizzato nel campo delle malattie neurodegenerative 
suggerendo strategie di progettazione che mirano alla sintesi 
di composti multi target (MTDLs). Precedentemente sono stati 
sviluppati ibridi tacrina-acido ferulico  (TAnFA) come agenti 
antiossidanti multifunzionali opportunamente progettati per 
combattere l’Alzheimer116. Si ritiene che la porzione ciclica 
dell’acido ferulico potrebbe interagire con il sito anionico 
periferico PAS dell’AChE, associato alla cascata neurotossica 
dell’Alzheimer, attraverso l’aggregazione della proteina Aβ 
indotta da AChE.  Infatti , l’analisi cinetica dimostra che gli 
ibridi di tacrina-acido ferulico possono interagire con entrambi 
i siti catalitici agendo così da inibitori duali dell’AChE117. Sia in 
vivo che in vitro i derivati della tacrina-acido ferulico hanno 
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mostrato attività biologiche multiple, come l’inibizione 
dell’AChE, blocco dell’aggregazione della Aβ, protezione 
contro le specie attive dell’ossigeno (ROS) e quindi si sono 
confermati candidati per lo sviluppo di nuovi farmaci118. 
L’acido caffeico (AC), che è abbondante in natura è un 
analogo dell’acido ferulico e possiede attività farmacologiche 
più potenti , tra cui quella antiossidante, antinfiammatoria, 
anti-cancro ed antivirale119. Lo scaffold dell’acido caffeico si 
ritrova in vari composti di origine naturale e sintetica, come 
per esempio nella pianta  di propoli ricca di polifenoli 
concentrati, che hanno particolare importanza nella 
protezione cellulare da stress ossidativo120. Inoltre è stato 
riscontrato che la sostituzione con l’atomo di cloro in posizione 
6 nel core della struttura della tacrina, aumenta l’affinità del 
composto verso l’AChE e la sua specificità per l’AChE rispetto 
alla BuChe121. Inoltre, in accordo a precedenti studi, la 
lunghezza dei linker n= 2,3 e 6  dovrebbe essere la migliore in 
termini di relazioni struttura-attivitá. In base a questo, l’intento è 
stato quello di sostituire la strutture dell’acido ferulico con 
quella dell’acido caffeico sulla struttura base del dimero di 
tacrina, al fine di trovare un miglior agente multitarget (MTLDs) 
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contro l’Alzheimer. Seguendo questo obbiettivo, sono stati 
sintetizzati i derivati 5a-f, tra cui ritroviamo anche i composti 
che presentano il cloro in posizione 6 sul core della tacrina 
(5d-f), (figura 21) 
 
 
Figura 21. Strategia di sintesi dei composti  5a-f. 
 
 
I composti sintetizzati sono stati valutati per la loro attività 
antiossidante, anti colinesterasica  e antiaggregante, cosi 
come quella neuroprotettiva. Il composto 5e ha mostrato una 
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elevata selettività per l’AChE e BuChE. Sorprendentemente il 
composto 5e inibisce anche l’aggregazione della β-amiloide 
autoindotta o indotta dall’AChE, presenta proprietà  chelanti 
per il Cu++ e ha effetti neuroprotettivi nella morte cellulare 
indotta dai ROS nelle cellule HTT22. I derivati della tacrina-
acido 5 a-g caffeico sono stati  sintetizzati con una sequenza 
di reazioni mostrata negli schemi 11 e 12.  
 
 
Schema 11. Reagenti e condizioni: (a) cicloesanone, toluene 






Schema 12. Condizioni: (a) 3 eq. NH2(CH2)nNH2, 1-pentanolo a 
riflusso, 16 ore, 80-90%; (b) 1.2 eq. DCC, 1eq. acido caffeico, 
cat. DMAP, CH2Cl2/DMF, temp. amb. 45-50%. 
 
 
L’intermedio 3 è stato ottenuto a partire da derivati dell’acido 
antranilico con una resa complessiva del 77% secondo 
procedure già riportate , e il composto 4 è stato ottenuto sotto 
forma di olio marrone, facendo reagire il composto 3 con 
alchilammina a reflusso in 1- pentanolo per 16 ore, con resa 
dell’ 80-90%. I composti desiderati 5a-f, sono stati ottenuti in 
una soluzione di acido caffeico DCC, 4-dimetilamminopiridina 
(DMAP) e l’intermedio 4 in diclorometano/N,N 
dimetilformammide a temperatura ambiente, con resa del 45-
50%. I composti 5a-f sintetizzati sono stati inizialmente saggiati 
per valutare la loro azione di scavenger delle specie 
radicaliche utilizzati il saggio della 1,1-difenil-2-picril-idrazina 





Tabella 13. Attivitá inibitoria delle AChE e BuChE, attivita 
scavenging DPPPH (IC50 µM). 
 
 
Tutti i nuovi composti 5a-f hanno mostrato attivitá scavenging 
maggiore rispetto al TA3FA, un ibrido tacrina-acido ferulico, il 
che indica che i derivati tacrina-acido caffeico dovrebbero 
essere piú potenti rispetto ai derivati dell’acido ferulico. Inoltre i 
composti sintetizzati dal 5a-f sono stati testati come inibitori dell 
AChE e BuChE (tabella 13). Il composto 5e ha il piu alto valore 
di IC50 per l’AChE e la BuChE, indicando che il frammento di 
tetraidroacridina cloro sostituito potrebbe aumentare la 
selettivitá per l’AChE, ed anche che il composto 5e potrebbe 
essere un inibitore duale per i siti anionici PAS e CAS e per 
l’aggregazione della β-amiloide indotta dall’AChE. L’attivitá 
inibitorioa del composto 5e è stata studiata opportunamente 





Figura 22. Curva di Burk relativa all’inibizione della AChE 
indotta dal composto 5e. 
 
 
 I grafici lineari di Burk aumentano di pendenza e di intercetta 
all’aumentare della concentrazione dell’inibitore.Questo 
andamento indica un’inibizione mista. Studi precedenti hanno 
chiaramente messo in evidenza che i polifenoli, incluso l’acido 
caffeico bloccano l’aggregazione del  β-amiloide, mentre 
questi studi mostrano chiarmente che gli ibridi di tacrina e 
acido ferulico non solo inibiscono l’aggregazione della Aβ,  
ma anche l’aggregazione indotta dall’AChE. Visto che i 
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composti cloro-sostituiti presentano maggior attivitá anti-
radicalica, antiaggregante Aβ e anche antiaggregante 
indotta da AChE, anch’essi sono stati sottoposti a ulteriori studi, 
i cui risultati sono riportati in tabella 13. 
 
 
Tabella 13. Inibizione dell’aggregazione amiloide autoindotta 
e indotta dall’AChE. 
 
 
Tutti i nuovi derivati studiati tranne la tacrina hanno attività 
inibitorie sia dell’aggregazione amiloide indotta da AChE 
paragonabili, mentre l’acido caffeico  presenta un’attività 
inferiore sia sull’aggregazione mieloide autoindotta che su 
quella indotta da AChE. I risultati ci suggeriscono che i derivati 
tacrina-acido caffeico possono legare il sito PAS e CAS 
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dell’AChE122. Gli inibitori duali dell’acetilcolinesterasi sono stati 
identificati come agenti che modulano le caratteristiche 
dell’Alzheimer, in quanto in grado di alleviare 
simultaneamente il deficit cognitivo e le crisi comportamentali 
indotte dall’aggregazione della proteina β−amiloide123. È stato 
dimostrato che i derivati ibridi sono ottimi spazzini delle specie 
radicaliche, come evidenziato nel saggio DPPH. I composti 
sono stati dunque testati per valutare le modalità con cui 
esplicano la loro funzione verso le specie radicaliche che 
inducono la morte cellulare. Nello studio sono stati usati due 
agenti ossidanti: l’H2O2 e il glutammato. I composti 5d-f si sono 
rivelati adeguati a proteggere dall’aggressione del perossido 
di idrogeno e del glutammato in cellule prese per condurre 
tale studio in linee cellulari HT22 dell’ippocampo dei ratti che 







Figura 23. Effetti protettivi dei relativi composti nei confronti del 
danno cellulare indotto dall’H2O2 e glutammato. Ogni 
componente e stato introdotto in cellule HT22 per 30 min e 
successivamente incubate con H2O2 (100 µM) per 12 ore e con 
glutammato (5 µM) per 24 ore. La vitalità cellulare è stata poi 
misurata usando il saggio MTT.  
 
 
Con grande sorpresa, è emerso che i composti 5e e 5f da soli 
ad alte concentrazioni  (30µM), hanno una certa tossicità 
cellulare anche se entrambi prevengono la morte cellulare 
indotta da glutammato e dall’H2O2. Inoltre il composto 5f non 
mostra differenze alle concentrazioni di 10µM  e 30µM. È stato 
dunque riportato che l’acido caffeico e i suoi derivati sono in 
grado di determinare lo stop alla proliferazione124.  Inoltre, il 
saggio sul rilascio della lattato deidrogenasi (LDH) è stato 
effettuato al fine di determinare la capacità di questi 
composti di indurre citotossicità e attività antiproliferativa. Il 
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trattamento con i nuovi ibridi da soli determina un 
abbassamento della vitalità cellulare. Tra i composti 5d-f, 
quello del 5e per il saggio dell’LDH è stato scelto il composto 
5e con effetto protettivo più marcato 100 µM (figura 24). 
 
 
Figura 24. Effetti del composto 5e sul rilascio di LDH in cellule 
HT22. Le cellule sono state sottoposte al composto 5e per 24 
ore. La morte cellulare è stata studiata usando il saggio di 
rilascio della lattato deidrogenasi (LDH). 
 
 
Questo suggerisce che il composto 5e inibisce il rilascio di LDH 
ma non induce tossicità nelle cellule HT22. Questa può essere 
la spiegazione dell’attività  paradossale dei composti 5e ed 5f. 
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Inoltre c’è l’evidenza sperimentale che le reazioni ossido-
riduttive di ioni metallici, come ad esempio il Cu++, 
contribuiscono alla produzione di ROS125, ed è stata 
evidenziata la presenza di ione rameico, mediante studi 
spettroscopici, nelle placche di Aβ. Cu2+ può interagire con il 
peptide Aβ e promuovere la sua aggregazione in studi in vitro. 
La modulazione di Cu2+ a livello cerebrale potrebbe essere 
utile nel trattamento dell’Alzheimer. La capacita del 
composto 5e di complessarsi con Cu2+ è stata valutata 
mediante spettrometria UV-vis. Come mostrato in figura 25 
l’assorbimento massimo che subisce un effetto batocromico 






Figura 25. Uv-vis (250-500 nm) spettro di assorbimento del 
composto 5e (40 µM) con 10, 20 o 40 µM di CuCl2 in 20 mM 













ACIDO LIPOICO COME PUNTO DI PARTENZA PER LA RICERCA DI 
NUOVI LIGANDI NELLA TERAPIA MULTITARGET DELL’ALZHEIMER 
 
Come è stato visto finora, l’Alzheimer è una delle più 
importanti ed irreversibili forme di demenza in cui la necessità 
di avere un efficace trattamento terapeutico è di 
fondamentale importanza. Allo stesso modo è stato 
ampiamente sottolineato che la presenza di specie 
radicaliche dell’ossigeno gioca un ruolo fondamentale nella 
patologia, amplificando le conseguenze neurodegenerative. 
Per questi motivi precedentemente sono stati condotti studi 
mirati su derivati del resveratrolo ed altri al fine di poter 
identificare un tipo o un gruppo di molecole tali da esercitare 
un’inibizione su questi processi. L’acido lipoico è un 
antiossidante potente in natura. La sua attività antiossidante e 
attribuita alla sua capacità di eliminare i radicali liberi 
attraverso la chelazione dei metalli di transizione che porta 
alla riduzione del glutatione e la down-regulation dei processi 
infiammatori126. L’acido lipoico ha mostrato anche di 
possedere una serie di proprietà aggiuntive che possono 
interferire con i principi patogenetici dell’Alzheimer. Inoltre 
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l’acido lipoico è rapidamente assorbito con la dieta, 
trasportato, assorbito dalle cellule e ridotto ad acido 
diidrolipoico che è la forma attiva in vari distretti tissutali 
compreso il cervello. Nel 2005 è stata sintetizzata la Lipocrina, 
uno dei primi antiossidanti multifunzionali progettati per 
combattere l’Alzheimer127. Questa è stata ottenuta per 
combinazione della struttura dell’acido lipoico e un derivato 
della tacrina, che e il primo inibitore delle acetilcolinesterasi 
approvato per il trattamento di questa sindrome. Si ritiene che 
la porzione ciclica dell’acido lipoico potrebbe interagire col 
sito anionico (PAS) dell’ AChE che è associato alla cascata 
neurotossica che porta poi all’aggregazione del peptide β-
amiloide, e quindi all’Alzheimer. In realtà, analisi cinetiche 
hanno confermato che la lipocrina lega sia il sito catalitico 
che quello periferico, essendo perciò un inibitore di tipo misto. 
In modelli in vitro, la lipocrina ha mostrato effettivamente 
proprietà multifunzionali, ed in particolare un inibizione 
dell’AChE, un’inibizione sull’aggregazione Aβ indotta da 
AChE e la capacità di proteggere le cellule dallo stress 




Tabella 14. Inibizione delle AChE indotta da (R)-1, (S)-1,2-6 e 




Tabella 15. Effetti dei composti sulle specie reattive 
dell’ossigeno ROS e sulla loro formazione in cellule SH-SY5Y. I 
risultati sono espressi in valore percentuale crescenti di ROS 
intracellulare a dopo esposizione a t-BuOOH.  
 
 
Alla luce di questo la lipocrina e suoi derivati sono stati 
ulteriormente studiati sfruttando la struttura dell’acido lipoico 
per la ricerca di nuovi agenti multifunzionali contro l’Alzheimer. 
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A questo scopo è stato inizialmente studiato il contributo 
dell’acido lipoico e della porzione tetraidroacridinica al profilo 
multinodale osservato per la lipocrina. È stato riportato che la 
stereochimica della molecola non è rilevante per l’effetto 
protettivo dell’acido lipoico dal danno da ossidanti. Ad ogni 
modo per verificare gli effetti sulle colinesterasi, sono stati 
sintetizzati e studiati i due enantiomeri della lipocrina (levogiro 
e destrogiro). Inoltre per confermare l’ipotesi che la funzione 
disolfurica è quella effettivamente responsabile del profilo 
antiossidante addotti dell’acido lipoico, è stato sintetizzato 






Figura 25. Strategia dei composti (R)-1, (S)-1, e 2-6. 
 
 
Quindi è stato studiato il ruolo del frammento 9-ammino-6-
cloro-1,2,3,4 tetraidroacridinico sostituendolo con quello della 
2-cloro-4-ammino-6,7-dimetossi-chiinazolina a dare il 
composto 3. La funzione chinazolinica è stata selezionata per 
verificare se, un gruppo aromatico cloro sostituito, protonato a 
pH fisiologico, potesse avere i requisiti sufficienti per legare 
l’AChE. Dopodiché sono stati sintetizzati degli addotti 
dell’acido lipoico in cui la funzione antiossidante è stata 
legata al sistema tipico di altri inibitori classici dell’AChE. Nel 
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lavoro di Rosini del 2011128 l’acido lipoico  è stato legato alla 
funzione anticolinesterasica dei farmaci commerciali come la 
rivastigmina e memochina129. Questo ha portato alla sintesi dei 
composti 4-6 (figura 25). Nella selezione della caratteristiche 
farmacoforiche degli inibitori anticolinesterasici é stata presa in 
considerazione la funzione benzilamminica, struttura comune 
in entrambi prototipi. Questa porzione si è dimostrata efficace 
nel riconoscimento del sito catalitico dell’AChE per la 
memochina ed i suoi derivati per una classe di inibitori non 
covalenti a struttura poliamminica130. Così combinando la 
funzione 1N-etil-N1-(2-metossi-benzil)-esan-1,6-diamminica con 
l’acido lipoico è stato ottenuto il composto 4 . Allo stesso, 
sebbene la modalità di inibizione peculiare della rivastigmina 
sia correlata alla sua funzione carbammica, è stato osservato 
che il gruppo 3-(1-(dimetilammino)etil)-fenolico è in grado di 
fornire un frammento di riconoscimento per il sito attivo 
dell’AChE. Come ulteriore conferma studi di docking hanno 
dimostrato che tale funzione è di per sé un inibitore 
competitivo dell’AChE131. Di conseguenza, il 3-(1-
(dimetilammino)etil)-fenolo dovrebbe dare 5 e 6 con una 
modalità di binding simile a quella della lipocrina e dei suoi 
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derivati e cioè un’inibizione reversibile mista dell’AChE con 
l’acido lipoico che può interagire con la PAS dell’enzima. 
Successivamente i composti sintetizzati sono stati saggiati per 
valutare le loro attività antiossidanti, anticolinesterasiche e 
antiaggreganti. Nello studio di Rosini del 2011128  della 
lipocrina, è stato dimostrato che con la BuChE non si ha 
discriminazione tra l’enantiomero R e S della lipocrina, mentre 
il potenziale di inibizione dei due enantiomeri rispetto all’AChE 
è leggermente diverso, infatti l’enantiomero (R) risulta più 
potente, ma solo del doppio rispetto all’(S). Dal momento che 
non c’è molta differenza tra il racemo e l’enantiomero più 
attivo, è stato deciso di sintetizzare e studiare gli addotti 2-6 
dell’acido lipoico come racemo. I risultati ottenuti in questo 
studio hanno evidenziato il ruolo delle diverse porzioni della 
lipocrina nell’inibizione dell’AChE. In realtà il frammento Cl-
tetraidrocloridinico della lipocrina è risultato di importanza 
cruciale per il binding con l’acetilcolinesterasi, come 
dimostrato dal drastico abbassamento dell’attività nell’ 
analogo chinolinico 3. Al contrario, la sostituzione della 
funzione disolfurica con l’eterociclo tiofenico, (composto 2), 
ha debolmente influito sull’inibizione dell’AChE. Tra i composti 
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4-6 in cui  la funzione simil-tacrina della lipocrina è stata 
sostituita con diversi gruppi anticolinesterasici, solo il composto 
4 si è rivelato un efficace inibitore dell’AChE, anche se é 
considerevolmente meno potente del prototipo ( IC50= 256± 8 
nM e 0.253± 0.016 nM per il 4 e lipocrina rispettivamente).Non 
è stata confermata alcuna attività anti-colinesterasica dai 
composti 5 e 6 che hanno la funzione 3-
(1(dimetilammino)etil)fenolica della rivastigmina. I composti 4 
e 6 condividono la funzione benzilamminica e perciò 
un’estremità cationica, fondamentale per il riconoscimento 
dell’AChE. Comunque è stato confermato che solo il gruppo 
o-metossi-benzilamminico del composto 4 si ancora 
efficacemente al sito catalitico dell’AChE. Al contrario  il 
gruppo 3-(1-(dimetilammino)-etil)-fenolico dei composti 5 e 6 
senza il gruppo carbammato della rivastigmina si è dimostrato 
incapace di interagire adeguatamente col sito di binding 
dell’AChE. Per quanto riguarda l’inibizione della BuChE, è stato 
notato che in generale le modifiche strutturali portano ad una 
minore attività  inibitoria in tutti i composti con il gruppo lipoico 
tranne che per il composto 5, che mantiene la potenza 
inibitoria nell’ordine del submicromolare del composto di 
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riferimento rivastigmina. Inoltre, sebbene il composto 4 sia 
meno attivo della lipocrina sulla BuChE, mostra comunque 
una potenza inibitoria nel range del micro molare con un 
profilo di selettività simile a quello della lipocrina. Il composto 5 
è l’unico derivato butirril-selettivo della serie. Potrebbe essere 
utile nelle forme moderate o gravi di Alzheimer, il cui il 
rapporto AChE/BuChE è reso profondamente alterato dalla 
propensione della patologia e i livelli di AChE sono troppo 
bassi per poter permettere agli inibitori di AChE di agire in 
maniera efficace132. Per saggiare le potenzialità dei derivati 2-
6 nel trattamento dell’Alzheimer, è stata valutata la loro 
attività antiossidante a livello cellulare. Per determinare inoltre 
il range adeguato di concentrazione, sono stati valutati gli 
effetti tossici di questi derivati con il saggio colorimetrico MTT 
usando il [3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-tetrazolo 
bromidrato]133 in cellule neuronali simil-umane di tipo SH-SY5Y. 
La lipocrina è stata usata come riferimento. Il trattamento 
delle cellule SH-SY5Y con i composti 4-6 (0.1-50 µM) non ha 









Al contrario, 50 µM di 3 e 2 hanno portato ad un 
abbassamento della vitalità cellulare variabile dal 30 all’80% 
rispettivamente. In particolare è stata evidenziata un’alta 
citotossicità per il composto 2. È stato precedentemente 
riportato che il composto 7, che è un frammento presente nei 
composti 1 e 2 aveva mostrato elevata tossicità nello stesso 
saggio. Il confronto di questi dati , con il profilo tossicologico 
dei composti 1 e 2 in cui il frammento prima citato combinato 
con l’acido lipoico o con l’acido 5-(tiofen-2-il)-pentanoico, 
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rispettivamente, sembra confermare l’ipotesi del ruolo 
protettivo del disolfuro dell’acido lipoico. È stata accertata 
l’attività dei composti 2-6 nei confronti della formazione di ROS 
intracellulare in cellule SH-SY5Y dopo trattamento con terziar-
butil-idroperossido usato per indurre danni da stress 
ossidativo134.  È stato definito un range di concentrazioni per i 
composti che non influenzano la vitalità cellulare (1-50 µM per 
4-6, 1-10 µM per 2 e 3). I composti 4-6 hanno manifestato 
intensa attività anti ROS dose dipendente nelle cellule SH-SY5Y. 
Inoltre è stata osservata una notevole diminuzione nella 
produzione di ROS per il composto 3 alla più alta 
concentrazione usata (10 µM). Al contrario di quanto ci si 
aspettasse, il composto 2 senza la funzione lipidica non riduce 
la formazione di ROS intracellulari nelle cellule SH-SY5Y. Tutti 
questi dati sulle colinesterasi e sull’attività antiossidante 
portano a considerare il composto 4 come composto leader 
per gli agenti multifunzionali. In virtù della sua similitudine 
strutturale con la lipocrina e la memochina, che sono efficaci 
inibitori dell’aggregazione Aβ indotta da AChE, è stato 
valutato se l’efficacia anticolinesterasica di 4 era 
accompagnata da una concomitante inibizione dell’azione 
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pro aggregante dell’AChE.. I dati del saggio della tioflavina 
ThT135 hanno evidenziato che il composto 4 è un debole 
inibitore dell’aggregazione Aβ indotta da AChE (% di inibizione 
a 100 µM = 16.8 ± 2.2) rispetto ai prototipi (% di inibizione a 
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